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Κεφϊλαιο 1.     
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1.1 Οι ιού των φυτών και ςϑγχρονεσ προκλόςεισ  
 

Η απαξρή ηεο ηνινγίαο ησλ θπηψλ ηνπνζεηείηαη ζην ηέινο ηνπ 19
νπ

αηψλα, φπνπ νη 

Martinus Beijerinck θαη Dmitrii Iwanowski εξεπλνχζαλ κία αζζέλεηα ηνπ θαπλνχ 

(Scholthof, 2001). Οη ζπγθεθξηκέλνη εξεπλεηέο πεξηέγξαςαλ έλαλ κε ζπλεζηζκέλν 

παξάγνληα, ν νπνίνο είρε ηελ ηθαλφηεηα λα πξνθαιεί ζπκπηψκαηα κσζατθνχ ζηνλ 

θαπλφ. Σν ραξαθηεξηζηηθφ πνπ δηαθνξνπνηνχζε ηνλ ζπγθεθξηκέλν κηθξννξγαληζκφ 

απφ ηα ππφινηπα είδε ησλ, κέρξη ηφηε γλσζηψλ κηθξνβίσλ, ήηαλ ην ζπγθξηηηθά πνιχ 

κηθξφ ηνπ κέγεζνο. Ο ζπγθεθξηκέλνο κνιπζκαηηθφο παξάγνληαο αξγφηεξα 

νλνκάζηεθε ηφο ηνπ κσζατθνχ ηνπ θαπλνχ (Tobacco mosaic virus, TMV). Απφ ηφηε, 

έλαο κεγάινο αξηζκφο δηαθνξεηηθψλ ηψλ έρνπλ ηαπηνπνηεζεί θαη πεξηγξαθεί, ζε φιν 

ην εχξνο ησλ νξγαληζκψλ-μεληζηψλ (Gergerich and Dolja, 2006). ΢ήκεξα, 

ππνινγίδεηαη πσο ν ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ θαηαγεγξακκέλσλ ηψλ αλέξρεηαη ζηηο 

4.000, απφ ηνπο νπνίνπο νη 1,000 είλαη θπηηθνί ηνί (King et al., 2012). Οη ηνί δελ 

απνηεινχλ απιά κία αθφκα νκάδα ησλ παζνγφλσλ, αιιά κία παληειψο δηαθνξεηηθή 

κνξθή δσήο. ΢ε απηφ ζπληειεί ην γεγνλφο πσο παξακέλνπλ αλελεξγνί εθηφο ηνπ 

νξγαληζκνχ-μεληζηή ηνπο, ελψ πνιιαπιαζηάδνληαη εληφο κνιπζκέλσλ θπηηάξσλ, 

δεκηνπξγψληαο κία ζπζζψξεπζε ησλ δνκηθψλ ζπζηαηηθψλ ηνπο. ΢πκπεξαζκαηηθά, 

θαη ιακβάλνληαο ππφςε ηελ έιιεηςε ηθαλφηεηαο ηνπο σο πξνο ηε ζχλζεζε πξσηετλψλ 

θαη ηελ παξαγσγή ελέξγεηαο, νη ηνί απνηεινχλ ππνρξεσηηθά ελδνθπηηαξηθά παξάζηηα, 

θαζηζηψληαο αδχλαηε ηελ θαιιηέξγεηα ηνπο ζε νπνηνδήπνηε κέζν αλάπηπμεο. 

Έξεπλεο κε αληηθείκελν ηηο αιιειεπηδξάζεηο ησλ θπηηθψλ ηψλ κε ηνπο μεληζηέο ηνπο, 

έρνπλ αλαδείμεη ηνπο ηνχο σο έλα πνιχηηκν εξγαιείν ζηελ βηνηερλνινγία θαη ζηελ 

παξαγσγή θαξκάθσλ. Γηα παξάδεηγκα νη θπηηθνί ηνί ρξεζηκνπνηνχληαη πιένλ ζηελ 

παξαγσγή πξσηετλψλ ηνπ ελδηαθέξνληνο καο απφ θπηηθνχο νξγαληζκνχο (Pogue et 

al., 2002), θαζψο θαη ζηελ παξαγσγή θηελψλ θαη κε επηθίλδπλσλ γηα ηνλ άλζξσπν 

εκβνιίσλ έλαληη ζε δσηθνχο θαη αλζξψπηλνπο ηνχο (Walmsley and Arntzen, 2000).  

Δληνχηνηο,  θπξίαξρνο ιφγνο κειέηεο ησλ θπηηθψλ ηψλ είλαη ε δεκία πνπ επηθέξνπλ 

ζηελ αγξνηηθή νηθνλνκία. Δπηπιένλ, νη πεξηβαιινληηθέο αιιαγέο, θπξίσο κε ηελ 

αχμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο θαη ηεο πεξηεθηηθφηεηαο ηεο αηκφζθαηξαο ζε δηνμείδην ηνπ 

άλζξαθα, έρνπλ επηθέξεη ζεκαληηθέο αιιαγέο ζηε θπζηνινγία, ηε κνξθνινγία θαη ην 

κεηαβνιηζκφ ησλ θπηψλ θαζψο θαη ζηα επίπεδα ησλ δηαζέζηκσλ ζξεπηηθψλ ζηνηρείσλ 
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(Canto et al, 2009, Jones and Barbetti, 2012). Σν γεγνλφο απηφ έρεη σο απνηέιεζκα 

ηελ αχμεζε ηεο επηδεθηηθφηεηαο ηνπο ζε αζζέλεηεο, κεηαμχ απηψλ θαη ηνινγηθέο. Η 

άκπλα ησλ θπηψλ έλαληη ησλ ηψλ ζρεηίδεηαη κε κεραληζκνχο εμαξηψκελνπο απφ ηε 

ζεξκνθξαζία ελψ νη πεξηβαιινληηθέο αιιαγέο επεξεάδνπλ άκεζα ηνλ βηνινγηθφ 

θχθιν ησλ ηψλ, θαζψο κπνξνχλ λα κεηαβάιινπλ ην ξπζκφ πνιιαπιαζηαζκνχ ηνπο, ηε 

δηαζπζηεκαηηθή κεηαθίλεζε ζηα θπηά θαη ηελ εμειηθηηθή ηνπο δπλακηθή. Πνιχ 

ζεκαληηθή είλαη ε επίδξαζε  ησλ πεξηβαιινληηθψλ κεηαβνιψλ θαη ζηε ζπκπεξηθνξά 

ησλ εληφκσλ θνξέσλ ησλ ηψλ κε δξακαηηθέο ζπλέπεηεο ζηε δηαζπνξά ηνπο ηφζν ζην 

ρψξν φζν θαη ζε λένπο μεληζηέο (Jones, 2016). ΢πλεπψο, ε αχμεζε ηεο εκθάληζεο 

λέσλ απνκνλψζεσλ ηψλ κε δηεπξπκέλν πεδίν μεληζηψλ ή/θαη θνξέσλ κεηάδνζεο είλαη 

έλαο ππαξθηφο θίλδπλνο πνπ ρξήδεη άκεζεο κειέηεο θαη αλάπηπμεο ηξφπσλ 

αληηκεηψπηζεο.  

 

1.2 Το γϋνοσ Potyvirus και ο ιϐσ Υ τησ πατϊτασ  
 

Σν γέλνο Potyvirus κε αληηπξνζσπεπηηθφ κέινο ηνλ ηφ Τ ηεο παηάηαο (Potato virus Y,  

PVY) πξνζκεηξά ηνπιάρηζηνλ 180 κέιε θαη απνηειεί ην 30% ησλ γλσζηψλ θπηηθψλ 

ηψλ. Οη ηνί πνπ αλήθνπλ ζην γέλνο απηφ κνιχλνπλ έλα κεγάιν εχξνο 

κνλνθνηπιήδνλσλ θαη δηθνηπιήδνλσλ θπηηθψλ εηδψλ θαη πξνθαινχλ ζνβαξέο 

αζζέλεηεο κεηψλνληαο ηελ πνηφηεηα θαη πνζφηεηα ησλ αγξνηηθψλ πξντφλησλ κε 

κεγάιεο νηθνλνκηθέο επηπηψζεηο. ΢ηε θχζε κεηαδίδνληαη κέζσ ελφο κεγάινπ αξηζκνχ 

εηδψλ αθίδσλ-θνξέσλ κε κε έκκνλν ηξφπν. Ο PVY απνηειεί ηελ αηηία ζεκαληηθψλ 

απσιεηψλ ζε θαιιηέξγεηεο παηάηαο παγθνζκίσο, θαη δεπηεξεπφλησο ηνκάηαο, 

πηπεξηάο θαη θαπλνχ θαη ζπκπεξηιακβάλεηαη ζηε ιίζηα ησλ 10 ζεκαληηθφηεξσλ 

θπηηθψλ ηψλ (Scholthof et al., 2011).  Όινη νη ηνί-κέιε ηνπ γέλνπο απνηεινχληαη απφ 

λεκαηνεηδή ζσκαηίδηα, κήθνπο 650-900nm θαη κε δηάκεηξν 11-15nm. O PVY, 

θπινγελεηηθά απαξηίδεηαη απφ ηηο νκάδεο C1, C2, N, O θαη Chile.  
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1.2.1 Τρϐποι μετϊδοςησ και ςυμπτωματολογύα του PVY 

 

Πεξηζζφηεξα απφ 40 είδε αθίδσλ ζπκκεηέρνπλ ζηε κεηάδνζε ηνπ PVY (Edwardson 

and Christie, 1997). Η δηαδηθαζία ηεο κφιπλζεο ελφο λένπ θπηνχ κέζσ αθίδσλ είλαη 

ηαρεία, θαζψο ιίγα ιεπηά είλαη αξθεηά γηα ηε κεηάδνζε, ελψ δελ απαηηείηαη 

ιαλζάλνπζα θαηάζηαζε εθ κέξνπο ηνπ ηνχ, ψζηε λα κπνξέζεη ν ηειεπηαίνο λα 

κεηαδνζεί ζε έλαλ πγηή θπηηθφ νξγαληζκφ. Σν είδνο Myzus persicae είλαη ν 

απνηειεζκαηηθφηεξνο θνξέαο ηνπ PVY, θαη ιακβάλνληαο ππφςε ηε γεσγξαθηθή ηνπ 

θαηαλνκή, είλαη ππεχζπλν γηα ηελ επξεία δηάδνζε ηνπ ηνχ.  

Ο PVY είλαη ε θχξηα ητθή απεηιή ζηελ θαιιηέξγεηα ηεο παηάηαο επεξεάδνληαο ηφζν 

ηελ απφδνζε φζν θαη ηελ πνηφηεηα ηνπ θνλδχινπ, κε απνηέιεζκα ηε κείσζε ηεο 

απφδνζεο έσο 80% (DeBokx and Huttinga, 1981). Σα ζπκπηψκαηα πνπ εκθαλίδνληαη 

ζηελ παηάηα εμαηηίαο ηεο κφιπλζήο απφ ηνλ PVY, εμαξηψληαη απφ ηελ απνκφλσζε 

ηνπ ηνχ, ηελ πνηθηιία ηνπ μεληζηή, ηηο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο θαη ηε θχζε ηεο 

κεηάδνζεο ηνπ ηνχ, δειαδή αλ πξνέθπςε κέζσ αθίδσλ (νξηδφληηα κεηάδνζε) ή απφ 

κνιπζκέλνπο θνλδχινπο (θάζεηε κεηάδνζε) (Draper et al., 2002). Σα ζπκπηψκαηα 

ζην ππέξγεην κέξνο ηεο παηάηαο ζπκπεξηιακβάλνπλ ζρεκαηηζκνχο κσζατθνχ, 

θειηδψζεσλ θαη πηπρψζεσλ ζηα θχιια, θαζψο επίζεο θαη λεθξψζεηο ζηηο λεπξψζεηο 

ησλ ηειεπηαίσλ (Εικόνα 1.1.Α), ελψ ζηελ πεξίπησζε κφιπλζεο απφ ηνπο θνλδχινπο 

παξαηεξνχληαη λεθξσηηθέο θειίδεο, λεθξψζεηο ηνπ κίζρνπ ησλ θχιισλ, και νανιςμόσ 

ησλ θπηψλ. Η κφιπλζε ηνπ θπηνχ απφ ζπγθεθξηκέλεο απνκνλψζεηο ηνπ PVY 

πξνθαιεί ηε λφζν ηεο λεθξσηηθήο δαθηπιησηήο θειίδσζεο ησλ θνλδχισλ, ε νπνία 

ραξαθηεξίδεηαη απφ επηθαλεηαθνχο δαθηπιηνεηδείο ζρεκαηηζκνχο ή ζρεκαηηζκνχο 

ηφμνπ, νη νπνίνη εμέρνπλ απφ ηελ επηθάλεηά ηνπ (Kerlan, 2006) (Εικόνα 1.1.Β). 

Σα ζπκπηψκαηα ηεο κφιπλζεο ζηνλ θαπλφ, ζηελ ηνκάηα θαη ηελ πηπεξηά ζπλίζηαληαη 

ζηελ εκθάληζε ήπηαο θειίδσζεο θαη ηνλ ζρεκαηηζκφ κσζατθνχ ζηα θχιια (Εικόνα 

1.1.Γ). Δπηπιένλ ζηνλ θαπλφ, ν PVY, έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα ηξνπνπνηεί ηε ρεκηθή 

ζχζηαζε ησλ θχιισλ ηνπ θπηνχ, εηδηθά ζην πεξηερφκελν ηνπο ζε ληθνηίλε (Latorre et 

al., 1984), ην νπνίν έρεη ζαλ απνηέιεζκα ζεκαληηθέο νηθνλνκηθέο απψιεηεο. Σηο 

ηειεπηαίεο δεθαεηίεο έρνπλ παξαηεξεζεί ζηελ πεξηνρή ηεο Μεζνγείνπ, λεθξψζεηο 

θχιισλ θαη κίζρνπ σο ζπκπηψκαηα κνιχλζεσλ ηνπ PVY ζε θαιιηέξγεηεο ηνκάηαο 

θαη πηπεξηάο (Fanigliulo et al., 2005). 
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Εικ. 1.1. ΢πκπηψκαηα κνιχλζεσλ απφ PVY. (A) Νεθξψζεηο ησλ λεπξψζεσλ ησλ 

θχιισλ ηεο παηάηαο. (Β) Νεθξσηηθέο δαθηπιησηέο θειηδψζεηο ζε βνιβφ παηάηαο. (Γ) 

΢ρεκαηηζκφο κσζατθνχ ζε θχιιν πηπεξηάο (Quenouille et al.,  2013).  

 

1.2.2 Γονιδιωματικό οργϊνωςη και πρωτεώνικϋσ λειτουργύεσ  

 

Σν γνληδίσκα ηνπ PVY, απνηειείηαη απφ έλα γξακκηθφ κφξην RNA, κήθνπο 9.700 

λνπθιενηηδίσλ, ην νπνίν θσδηθνπνηεί έλα (πνιππξσηετληθφ) πξφδξνκν κεηάγξαθν 

πνπ σξηκάδεη θαη θσδηθνπνηεί γηα 11 πξσηετλεο: P1, HC-Pro, CI, NIa-Pro, Nib, VPg, 

6Κ1, 6Κ2, CP, P3 θαη P3N-PIPO (Urcuqui-Inchima et al., 2001, Quenouille et al., 

2013) (Εικόνα 1.2).  
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Εικόνα 1.2: ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο νξγάλσζεο ηνπ γνληδηψκαηνο ηνπ ηνχ Τ ηεο 

παηάηαο (Potato Virus Y, PVY), αληηπξνζσπεπηηθνχ κέινπο ηνπ γέλνπο Potyvirus, θαη 

ησλ πξσηετλψλ πνπ θσδηθνπνηεί. 

 

Η πςειή νκνηφηεηα πνπ παξνπζηάδνπλ ηα γνληδηψκαηα ησλ ηψλ ηνπ γέλνπο Potyvirus, 

έρεη ζαλ απνηέιεζκα νη ιεηηνπξγίεο ησλ πξσηετλψλ λα ηαπηνπνηεζνχλ θαηά νκνινγία, 

κεηαμχ ησλ ηψλ-κειψλ ηεο νκάδαο. Οη πεξηζζφηεξεο εμ απηψλ παξνπζηάδνπλ έλα 

πιήζνο ιεηηνπξγηψλ. Η πξψηε πξσηεΐλε, ε P1, κεηαθξάδεηαη απφ ηελ 5΄ πεξηνρή ηνπ 

γνληδηψκαηνο ηνπ PVY θαη παξνπζηάδεη ηε κεγαιχηεξε δηαθνξνπνίεζε κεηαμχ ησλ 

ηψλ ηνπ γέλνπο. Η ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε πεξηέρεη κία πεξηνρή πξσηεάζεο ζην 

θαξβνμπηειηθφ ηεο άθξν, ην νπνίν έρεη ζαλ απνηέιεζκα λα κπνξεί λα απνθφπηεηαη 

κφλε ηεο απφ ηελ επφκελε πξσηεΐλε HC-Pro (helper-component protease) (Verchot et 

al., 1991). Έρεη απνδεηρηεί πσο ε P1 έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα ζπλδέεηαη ζε κνλφθισλα 

ή δίθισλα RNAs (Brantley and Hunt, 1993), ζπκκεηέρεη ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ηνπ 

ητθνχ γνληδηψκαηνο (Verchot and Carrington, 1995), θαη ηέινο ζπκκεηέρεη ζηε 

θαηαζηνιή ηεο άκπλαο ηνπ θπηηθνχ νξγαληζκνχ (Brigneti et al., 1998). 

Η επφκελε πξσηεΐλε, ε HC-Pro, εκπιέθεηαη ζηε κεηάδνζε ηνπ ηνχ κε αθίδεο (Govier 

et al., 1977), ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ηνπ ηνχ, ζηελ δηαθπηηαξηθή θαη δηαζπζηεκαηηθή 

κεηαθίλεζε ηνπ ηνχ κέζα ζην θπηφ (Rojas et al., 1997; Sáenz et al., 2002) θαη ζηελ 

έληαζε ησλ ζπκπησκάησλ ηεο κφιπλζεο (Sáenz etal., 2002). Σν θαξβνμπηειηθφ άθξν 

ηεο HC-Pro εκπιέθεηαη ζηελ θαηαζηνιή ηεο άκπλαο ηνπ θπηνχ, ε νπνία βαζίδεηαη 

ζην κεραληζκφ ηεο RNA ζίγεζεο, κε ην λα πξνζδέλεηαη ζηα siRNAs (small 

interference RNAs) (Varrelmann et al., 2007). Δπηπιένλ ηδηφηεηεο σο πξνο ηελ 

θαηαζηνιή ηεο θπηηθήο άκπλαο γηα ηελ θαηαπνιέκεζε ησλ ηψλ, πξνθχπηνπλ απφ ην 

γεγνλφο πσο ε ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε αιιειεπηδξά κε ηηο ππνκνλάδεο ηνπ 20S 

πξσηεαζψκαηνο, ην νπνίν ζπζρεηίδεηαη κε ηελ ητθή αληαπφθξηζε ησλ θπηψλ (Jin et 

al., 2007). Σέινο, κία πξφζθαηε έξεπλα θαηέδεημε, ηελ αιιειεπίδξαζε ηεο HC-Pro 

ηνπ PVY κε ηνλ επθαξησηηθφ παξάγνληα έλαξμεο  4E (eIF4E) θαη ηεο ηζνκνξθήο ηνπ 
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eIFiso4E, πνπ βξίζθεηαη ζηνλ θαπλφ θαη ζηελ πηπεξηά, θαζηζηψληαο ηελ 

ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε έλαλ πηζαλφ ζπλεξγάηε ηνπ ζπκπιφθνπ έλαξμεο ηεο 

κεηάθξαζεο (Ala-Poikela et al., 2011).   

Οη πξσηεΐλεο P3 θαη 6K1 είλαη νη κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο ησλ ηψλ ηνπ γέλνπο 

Potyvirus (Eiamtanasate et al., 2007). H πεξηγξαθή ηεο P3 αθνινπζεί ζε επφκελε 

παξάγξαθν. Η ιεηηνπξγία ηεο επφκελεο πξσηεΐλεο 6K1 δελ έρεη δηεπθξηληζηεί  (Chu 

et al., 1997). 

Η πξσηεΐλε CI (cylindrical inclusion) είλαη ππεχζπλε γηα ηνλ ζρεκαηηζκφ ησλ 

θπηηαξνπιαζκαηηθψλ εγθιείζησλ ζρήκαηνο αλεκφκπινπ (pinwheel-shaped), 

ραξαθηεξηζηηθφ γλψξηζκα ησλ κνιχλζεσλ απφ ηo ζπγθεθξηκέλν γέλνο ηψλ 

(Edwardson, 1992). Η εκπινθή ηεο ζηε κφιπλζε ηνπ ηνχ κεηαμχ ησλ θπηηάξσλ ηνπ 

θπηνχ μεληζηή έρεη απνδεηρηεί (Carrington et al., 1998), ελψ ε ηθαλφηεηα ηεο λα 

πξνζδέλεηαη ζηα RNAs θαη νη, φκνηεο κε ησλ RNAειηθαζψλ θαη ATPαζψλ 

ιεηηνπξγίεο ηεο, ππνδεηθλχνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ηνπ ηνχ 

(Merits et al., 1998). 

Η πξσηεΐλε 6K2 έρεη απνδεηρζεί φηη ζπκκεηέρεη θαζνξηζηηθά ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ 

ηνπ ηνχ (Wei and Wang, 2008), θαζψο είλαη ππεχζπλε γηα ζχλδεζε ηνπ ζπκπιφθνπ 

ηεο ητθήο αληηγξαθήο ζηνλ ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν (Schaad et al., 1997). 

Η ΝΙa (first nuclear inclusion) πξσηεΐλε απνηειείηαη απφ δχν πεξηνρέο: ηελ VPg θαη 

κία πεξηνρή πξσηεάζεο, ε νπνία απνθφπηεη ηηο πεξηζζφηεξεο  ητθέο πξσηεΐλεο απφ ην 

πξσηαξρηθφ πνιππξσηετληθφ κφξην (Carrington and Dougherty, 1987). Η VPg είλαη 

κία αζηαζήο πξσηεΐλε, θαη απηή ε δνκηθή ηεο αζηάζεηα απνηειεί ηε βάζε ηεο 

ηθαλφηεηαο ηεο λα αιιειεπηδξά κε πνιιέο ηηθέο θαη θπηηθέο πξσηεΐλεο (Elena and 

Rodrigo, 2013) θαζψο θαη ηεο ιεηηνπξγηθήο ηεο πνηθηινκνξθίαο (Rantalainen et al., 

2011). Η ζχλδεζε ηεο VPg κε ηνλ θπηηθφ παξάγνληα eIF4E απνηειεί έλα βαζηθφ 

ζπζηαηηθφ ηνπ ητθνχ πνιιαπιαζηαζκνχ, δειαδή ηεο αληηγξαθήο ή/θαη ηεο 

κεηάθξαζεο (Deom et al., 1997). Η VPg ζπλαληάηαη ζε δηαθνξεηηθά θπηηαξηθά 

δηακεξίζκαηα, γεγνλφο ην νπνίν εμαξηάηαη απφ ηελ ζχλδεζε ηνπ κε ηελ πξσηεάζε 

ΝΙa ή ηελ πξσηεΐλε 6K2. Σν ζχκπινθν VPg-NΙa πξσηεάζεο εκθαλίδεηαη 

απνθιεηζηηθά ζηνλ ππξελίζθν ηνπ θπηηάξνπ-μεληζηή, ελψ ην ζχκπινθν 6K2–VPg–

NIa πξσηεάζεο βξίζθεηαη κέζα ζε θπζηηθέο δνκέο, νη νπνίεο πξνέξρνληαη απφ ην 

ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν (Jiang and Laliberte, 2011). Σέινο ε VPg κφλε ηεο 
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ζπλδέεηαη νκνηνπνιηθά κε ην 5’ άθξν ηνπ ητθνχ RNA, κέζσ ελφο ακηλνμένο 

ηπξνζίλεο (Murphy et al., 1990).  

Η πξσηεΐλε NΙb (second nuclear inclusion) είλαη κία RNA-εμαξηψκελε RNA 

πνιπκεξάζε (RdRp), ε νπνία ζπκκεηέρεη ζηελ αληηγξαθή ηνπ ητθνχ γνληδηψκαηνο 

(Hong and Hunt, 1996). Σέινο ε θαςηδηαθή πξσηεΐλε (capsid protein, CP) απαηηείηαη 

γηα ηελ ζπγθξφηεζε ηνπ ητθνχ ζσκαηηδίνπ κέζα ζην θχηηαξν-μεληζηή, ηε 

δηαζπζηεκαηηθή (Dolja et al, 1995) θαη δηαθπηαξηθή  κεηαθίλεζε (Rojas et al., 1997), 

θαζψο επίζεο θαη γηα ηελ κεηάδνζε ηνπ ηνχ κέζσ ησλ αθίδσλ (Atreya et al., 1990). Η 

CP απνηειείηαη απφ ηξεηο πεξηνρέο, απφ ηηο νπνίεο ηα δηαθνξνπνηεκέλα 

θαξβνμπηειηθφ θαη ακηλνηειηθφ άθξα βξίζθνληαη εθηεζεηκέλα ζηελ επηθάλεηα ηνπ 

ητθνχ ζσκαηηδίνπ, ελψ ε θεληξηθή πεξηνρή ηεο πξσηεΐλεο έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα 

δεζκεχεηαη ζε RNAs. Σν πςειά ζπληεξεκέλν κνηίβν ‘‘DAG’’ ζην ακηλνηειηθφ άθξν 

ηεο ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο είλαη νπζηψδεο γηα ηελ ηθαλφηεηα κεηάδνζεο ηνπ ηνχ 

κέζσ ησλ αθίδσλ (Atreya et al., 1990). Σν πεξηερφκελν ηνπ πξναλαθεξζέληνο 

κνηίβνπ είλαη ηθαλφ λα επεξεάζεη ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο, κέζσ ησλ αθίδσλ, 

κεηάδνζεο (Lopez-Moya et al., 1999). Αμηνζεκείσην είλαη ην γεγνλφο, πσο ηα 

ακηλνμέα ζηηο ζέζεηο 9, 10 θαη 11 ακέζσο πξηλ ηνπ κνηίβνπ ‘’DAG’’, ππφθεηληαη ζην 

θαηλφκελν ηεο θπζηθήο επηινγήο (Moury and Simon, 2011). Ωο εθ ηνχηνπ, 

δηαθνξνπνηήζεηο ζηηο ζπγθεθξηκέλεο ζέζεηο κπνξνχλ λα κεηαβάιινπλ ηελ 

απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο κεηάδνζεο ηνπ ηνχ, φπσο απνδείρηεθε γηα ηε ζέζε 9 ηεο 

πξσηεΐλεο CP ηνπ ηνχ TEV (Tobacco etch virus) (Lopez-Moya et al., 1999).  

 

1.2.3 Αντιγραφό του ιώκοϑ γονιδιώματοσ 
 

Η αιιεινπρία ησλ αληηδξάζεσλ, νη νπνίεο εκπιέθνληαη ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ηνπ 

ητθνχ RNA ζπλίζηαηαη ζηελ ηνπνζέηεζε ησλ απαξαίηεησλ πξσηετλψλ, ηηθψλ θαη ηνπ 

μεληζηή, ζηηο θπηηαξηθέο κεκβξάλεο, ηε ζπγθξφηεζε ησλ ζπκπιφθσλ ητθήο 

αληηγξαθήο (viral replication complexes, VRCs), ηε ζχλζεζε ηεο ηηθήο αιιεινπρίαο 

θαη ηέινο ηελ απειεπζέξσζε ησλ αληηγξάθσλ. 

Ο ζρεκαηηζκφο ησλ VRCs αξρίδεη κε ηε δεκηνπξγία ηνπ πξφδξνκνπ ζπκπιφθνπ 6K2–

VPg-Pro (Schaad et al.,1997). ΢ηε ζπλέρεηα, ε πξσηεΐλε 6K2 πξνζδέλεη ηελ NΙa ζηηο 

κεκβξάλεο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ. Η αιιειεπίδξαζε ησλ ΝΙa θαη ΝΙb, κε ηε 
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ζεηξά ηεο, πξνζδίδεη δξάζε ητθήο πνιπκεξάζεο ζην ζρεκαηηδφκελν ζχκπινθν 

αληηγξαθήο (Li et al., 1997). Η δεπηεξνηαγή δνκή ηεο 3’ κε-κεηαθξαζηηθήο πεξηνρήο 

(untranslated region, UTR), ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ 3’ πεξηνρή ηνπ ηκήκαηνο πνπ 

κεηαθξάδεη ηελ πξσηεΐλε CP θαη κε ηνπο παξάγνληεο PABPs (polyA binding 

proteins), είλαη απηά πνπ θαηεπζχλνπλ ζην 3’ άθξν ηνπ ητθνχ γνληδηψκαηνο ηελ 

πξσηεΐλε NIb, ψζηε λα μεθηλήζεη ε ζχλζεζε ηεο κε θσδηθήο αιιεινπρίαο (Wang et 

al., 2000). Σν πξσηετληθφ ζχκπινθν CI–6K2 ίζσο είλαη ελ κέξεη ππεχζπλν γηα ηε 

ζηξαηνιφγεζε ηκεκάησλ ησλ ζπκπιφθσλ αληηγξαθήο ζηηο κεκβξάλεο (Merits et al., 

2002), γεγνλφο πνπ ππνζηεξίδεηαη απφ ηελ εθηελέζηεξε χπαξμε ηνπ ζηα κνιπζκέλα 

θχηηαξα, ζε ζρέζε κε ην ζχκπινθν CI–6K2–NIa (Merits et al., 2002). Η πξσηεΐλε P3 

ζρεκαηίδεη έγθιεηζηα, ηα νπνία πξνέξρνληαη απφ ηηο πεξηνρέο εμφδνπ ηνπ 

ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ θαη δηαθηλνχληαη απφ ην ζχκπιεγκα Golgi, φπσο θαη ηα 

θπζηίδηα ηεο 6Κ2 (Cui et al., 2010). Σν γεγνλφο φηη, απηέο νη Ρ3 ζπζρεηηδφκελεο 

δνκέο, ηνπνζεηνχληαη ρσξηθά καδί κε ηα 6Κ2 θπζηίδηα, θαη απφ ην φηη ε Ρ3 έρεη ηελ 

ηθαλφηεηα λα αιιειεπηδξά κε ηηο πξσηεΐλεο CI, NIa θαη ΝΙb (Merits et al., 1999), 

ππνδειψλεη ηνλ ξφιν ηεο Ρ3 ζηνλ ζρεκαηηζκφ ησλ VRCs. Η ητθή πξσηεΐλε CI είλαη 

κία ATP-εμαξηψκελε ειηθάζε ηεο νπνίαο ε ιεηηνπξγά είλαη λα μεηπιίγεη 

ζπκπιεξσκαηηθνχο RNA θιψλνπο θαηεχζπλζεο 3’-5’. Σέινο, ελψ ε θχξηα ιεηηνπξγία 

ηεο HC-Pro είλαη ε θαηαζηνιή ηεο RNA ζίγεζεο, ε χπαξμε ηεο ζπγθεθξηκέλεο 

πξσηεΐλεο ζηα VRCs (Ala-Poikela et al., 2011), ππνδειψλεη ηε ζπκκεηνρή ηεο ζηελ 

αληηγξαθή ηνπ ητθνχ γνληδηψκαηνο, κε ηξφπν πνπ παξακέλεη αθφκα άγλσζηνο 

(Εικόνα 1.3). 

 

1.2.4 Μετϊφραςη του ιώκοϑ γονιδιώματοσ 
 

΢ηα κνιπζκέλα θχηηαξα, ην ητθφ RNA πξέπεη λα είλαη ηθαλφ ηα αληαγσληζηεί ηα 

ελδνγελή mRNAs ηνπ μεληζηή, ζε φηη αθνξά ηνλ κεραληζκφ ηεο κεηάθξαζεο θαη ηνπο 

δηάθνξνπο κεηαθξαζηηθνχο παξάγνληεο. ΢ε αληίζεζε κε ηα θπηηαξηθά RNAs, ην ητθφ 

γνληδίσκα δελ έρεη θαιχπηξα θαη είλαη νκνηνπνιηθά ζπλδεδεκέλν, φπσο 

πξναλαθέξζεθε, κε ηελ πξσηεΐλε VPg. Η παξνπζία κίαο ηέηνηαο κε ζπλεζηζκέλεο 

δνκήο ζην 5’ άθξν ηνπ ητθνχ RNA, ππνδεηθλχεη ηε ζπκκεηνρή ηεο πξσηεΐλεο VPg 

ζηελ έλαξμε ηεο κεηαθξαζηηθήο δηαδηθαζίαο. Παξφια απηά, νη 5’ ακεηάθξαζηεο 
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πεξηνρέο πνιιψλ ηψλ ηνπ γέλνπο Potyvirus, δηεπθνιχλνπλ ηελ έλαξμε ηεο 

κεηάθξαζεο, κέζσ ηεο ζχλδεζεο ηνπ ητθνχ γνληδηψκαηνο ζηηο ξηβνζσκηθέο πεξηνρέο 

πξφζδεζεο (internal ribosome entry sites, IRES) (Basso et al., 1994). Γηα απηφλ ηνλ 

ιφγν, ε VPg πξσηεΐλεο δελ απαηηνχληαη γηα ηελ έλαξμε ηεο κεηάθξαζεο, αιιά 

παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηε ζηαζεξνπνίεζε ηνπ γνληδηψκαηνο. Με άιια ιφγηα, 

επεηδή ε έλαξμε ηεο κεηάθξαζεο κέζσ ησλ IRES, δελ βαζίδεηαη ζηελ αλαγλψξηζε 

θαλνληθνχ κνηίβνπ θαιχπηξαο ή ζε άιινπο δηεξεπλεηηθνχο κεραληζκνχο, δελ 

ρξεηάδεηαη θαη ηε ζπκκεηνρή φισλ ησλ παξαγφλησλ έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο. Σν 

γεγνλφο απηφ δίλεη έλα πιενλέθηεκα ζηνπο ηνχο, νη νπνίνη κπνξνχλ θαη κεηαθξάδνπλ 

ην γνληδίσκα ηνπο ζηα θχηηαξα-μεληζηέο, αθφκε θαη ππφ ηελ πιήξε απνπζία ησλ 

ηειεπηαίσλ. Η εμαξηψκελε ιεηηνπξγία ησλ IRES ζηηο 5’ ακεηάθξαζηεο πεξηνρέο ησλ 

ηψλ Potyvirus, ζε ζρέζε κε ηνπο παξάγνληεο έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο, κειεηήζεθε 

ρξεζηκνπνηψληαο in vitro δηαθνξεηηθά πξσηφθνιια κεηάθξαζεο αθαηξψληαο κεξηθψο 

ηνπο επθαξπσηηθνχο παξάγνληεο έλαξμεο eIF4E, eIF(iso)4E, eIF4G, eIF(iso)4G, 

eIF4A θαη eIF4B (Gallie, 2001). Τπφ απηέο ηηο αληαγσληζηηθέο ζπλζήθεο, ε 5’ UTR 

ήηαλ ζε ζέζε λα μεθηλήζεη ηε κεηάθξαζε,  πεξηζζφηεξν απνηειεζκαηηθά ζπγθξηηηθά 

κε κία αιιεινπρία ειέγρνπ ίζνπ κεγέζνπο. Απηφ κπνξεί λα εμεγεζεί ππνζέηνληαο φηη, 

είηε ε 5’ UTR ρξεζηκνπνηεί ηνπο eIFs κε ηελ κηθξφηεξε ζπγθέληξσζε, ή δελ ηνπο 

ρξεηάδεηαη γηα ηελ έλαξμε ηεο κεηάθξαζεο. Δπηπξνζζέησο, νη ητθέο πξσηεΐλεο VPg 

αιιειεπηδξνχλ κε ηνλ eIF4E ή ηνλ eIF(iso)4E, γεγνλφο πνπ εμαξηάηαη απφ ηα είδε 

ηνπ ηνχ θαη ηνπ μεληζηή (Wittmann et al., 1997). Οη αιιειεπηδξάζεηο απηέο είλαη 

νπζηψδεηο γηα κία επηηπρεκέλε ητθή κφιπλζε, ελψ ε δηαθνπή ηνπο νδεγεί ζηελ 

αλάπηπμε ητθήο αλζεθηηθφηεηαο (Robaglia and Caranta, 2006). Σέινο πξέπεη λα 

αλαθεξζεί, φηη o ζεκαληηθφο ξφινο ηεο VPg δελ ζρεηίδεηαη κφλν ζην γεγνλφο ησλ 

αιιειεπηδξάζεσλ ηεο κε ηνπο eIFs, αιιά θαη ζηελ ηθαλφηεηά ηεο λα εληζρχεη ηε 

κεηάθξαζε ελφο πιήξνπο ητθνχ RNA in planta, γεγνλφο ην νπνίν απνδείρηεθε ζηε 

κειέηε ησλ Eskelin et al. ( 2011), φηαλ δελ εληζρχζεθε ε κεηάθξαζε ελφο 

κνλνζηζηξνληθνχ mRNA κεηά ηε ζχλδεζε ηνπ κε ηε 5’ UTR ησλ ηψλ Potyvirus 

(Εικόνα 1.3). 
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Εικόνα 1.3 ΢ρεκαηηθή παξνπζίαζε ησλ θχξησλ γεγνλφησλ ηνπ κνιπζκαηηθνχ θχθινπ 

ησλ ηψλ Potyvirus. Νεκαηνεηδή ηνζσκάηηα εηζέξρνληαη ζην θχηηαξν-μεληζηή κε 

κεραληθή κφιπλζε ή κέζσ αθίδαο-θνξέα. ΢ηε ζπλέρεηα γίλεηαη ε κεηάθξαζε ηνπ 

ητθνχ γνληδηψκαηνο, απφ ηα ξηβνζψκαηα ηνπ μεληζηή, ζε έλα πνιππξσηετληθφ κφξην, 

ην νπνίν θαηεξγάδεηαη κεηαγελέζηεξα απφ ηξείο ητθέο πξσηεάζεο. Σνπιάρηζηνλ έμη 

ητθέο πξσηεΐλεο ζπκκεηέρνπλ ζηελ αληηγξαθή ηνπ ητθνχ γνληδηψκαηνο. Σα VRCs ηνπ 

ηνχ ζρεκαηίδνληαη ζηα ζεκεία εμφδνπ ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ φπνπ 

εθκεηαιιεχνληαη ηα ζηνηρεία ηνπ εθθξηηηθνχ κνλνπαηηνχ ηνπ γηα λα κεηαθεξζνχλ ζην 

θπηηαξηθφ ηνίρσκα θαη ζπγθεθξηκέλα ζηηο πιαζκνδέζκεο. ΢ε κεηαγελέζηεξα ζηάδηα 

ηεο κφιπλζεο, θπζηίδηα ζπγρσλεχνληαη κε ηηο κεκβξάλεο ησλ ρισξνπιαζηψλ, 

ζρεκαηίδνληαο πεξηππξηληθέο ζθαηξηθέο δνκέο. Σν ητθφ RNA πνπ θαηαθηάλεη απφ ηα 

VRCs κπνξεί είηε λα κεηαθξαζηεί πεξαηηέξσ εθεί θαη λα ελζσκαησζεί ζε 

λενζχζηαηα VRCs ζπλερίδνληαο ηνλ ητθφ πνιιαπιαζηαζκφ ή λα ζρεκαηίζεη 

ηνζσκάηηα πνπ πξννξίδνληαη γηα απνδφκεζε (Ivanov et al., 2014). 
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1.3 Οι πρωτεϏνεσ P3 και P3N-PIPO  
 

Η P3 πξσηεΐλε ησλ κειψλ ηνπ γέλνπο Potyvirus είλαη απφ ηηο ιηγφηεξν κειεηεκέλεο 

πξσηεΐλεο ιφγσ ηεο έιιεηςεο ιεηηνπξγηθψλ ή δνκηθψλ κνηίβσλ ζηελ αιιεινπρία ηεο. 

Ο ιεηηνπξγηθφο ηεο ξφινο δελ έρεη απνζαθεληζηεί πιήξσο ελψ φπσο πξναλαθέξζεθε 

έρεη πξνηαζεί σο πξσηεΐλε πνπ βνεζά ζηελ αληηγξαθή ηνπ ηνχ, ζηε κεηαθίλεζή ηνπ 

ζην θπηφ θαζψο θαη ζηελ κνιπζκαηηθφηεηά ηνπ. Ο ππνθπηηαξηθφο εληνπηζκφο ηεο 

πνηθίιεη απφ ηνλ ππξελίζθν θαη ηνλ ππξήλα έσο ην θπηηαξφπιαζκα θαη ηηο 

πιαζκνδέζκεο. Οξηζκέλεο P3 πξσηεΐλεο ηψλ ηνπ γέλνπο αιιειεπηδξνχλ, ηζρπξά ή 

ιηγφηεξν ηζρπξά κε άιιεο ητθέο, φπσο ε NIa, HC-Pro, P1 θαη NIb, αιιά ν 

ιεηηνπξγηθφο ξφινο ηεο αιιειεπίδξαζεο απηήο δελ έρεη απνζαθεληζηεί. Πξφζθαηα, 

δείρζεθε ε αιιειεπίδξαζε ηεο P3 πξσηεΐλεο ηνπ ηνχ Soybean mosaic virus (SMV) κε 

ηνλ επθαξπσηηθφ παξάγνληα eEFIΑ (eukaryotic Elongation Factor 1 alpha) (Luan et 

al, 2016). Η θπηηαξνπιαζκαηηθή πξσηεΐλε eEF1A ζπλδέεηαη κε αθεηπιησκέλα 

tRNAs ηα νπνία κεηαθέξεη ζηα ξηβνζψκαηα ζπκκεηέρνληαο έηζη ζηελ επηκήθπλζε 

ησλ πνιππεπηηδίσλ θαηά ηε κεηάθξαζε. Δπηπξφζζεηα, θαίλεηαη λα ζπκκεηέρεη ζην 

κεραληζκφ UPR (unfolded protein response, UPR) πνπ ζρεηίδεηαη κε ην 

ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν (ΔR). Ο κεραληζκφο απηφο, γλσζηφο θαη σο  ER θαηαπφλεζε, 

δξα ζην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν θαη ελεξγνπνηείηαη απφ ηηο κε αλαδηπισκέλεο ή 

ιαλζαζκέλα αλαδηπισκέλεο πξσηεΐλεο πνπ παξάγνληαη θαηά ηελ χπαξμε αβηνηηθψλ ή 

βηνηηθψλ θαηαπνλήζεσλ. Έηζη, ε αιιειεπίδξαζε ηεο P3 πξσηεΐλεο ηνπ SMV κε ηνλ 

eEF1A ππνδειψλεη ηελ εκπινθή ηεο ΔR θαηαπφλεζεο σο απφθξηζε ηνπ θπηνχ ζηνλ 

πνιιαπιαζηαζκφ ηνπ ηνχ. Σαπηφρξνλα εκπιέθεηαη ζηελ εηδηθφηεηά ηνπ σο πξνο ηνλ 

μεληζηή, θαζψο ζηηο αλζεθηηθέο πνηθηιίεο ζφγηαο ε αιιειεπίδξαζε απηή δελ 

πθίζηαηαη (Luan et al, 2016).  
 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, ήηαλ θνηλψο απνδεθηφ πσο, ην (+) RNA γνληδίσκα ησλ ηψλ 

ηνπ γέλνπο Potyvirus πεξηείρε έλα κνλαδηθφ ORF, ην νπνίν θσδηθνπνηνχζε έλα κφξην 

πνιππξσηετληθήο κνξθήο, ην νπνίν, κεηά απφ κία δηαδηθαζία πέςεο ηνπ, δηαζπφηαλ 

ζε 10 ητθέο πξσηεΐλεο. Ωο εθ ηνχηνπ, πξνθάιεζε κεγάιν ελδηαθέξνλ φηαλ 

αλαγλσξίζηεθε έλα ιεηηνπξγηθφ επηθαιππηφκελν ORF, ην PIPO (Pretty Interesting 

Potyvirus ORF). Σν PIPO αλαθαιχθζεθε κέζσ κίαο ζεηξάο γνληδησκαηηθψλ 

αλαιχζεσλ ηψλ ηνπ γέλνπο Potyvirus, δηαδηθαζία ε νπνία απνθάιπςε ηφζν ηελ 

ζπληήξεζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ORF, φζν θαη έλα κνηίβν ζπλψλπκσλ θαη κε αιιαγψλ 



[17] 
 

(Chung et al., 2008), νη νπνίεο βξίζθνληαη ζε αλαινγία κε ηελ εμέιημε ηεο 

αιιεινπρίαο πνπ θσδηθνπνηεί ηελ πξσηεΐλε. Σν φλνκα ηεο πξσηεΐλεο P3N-PIPO 

πξνέθπςε, απφ ην γεγνλφο φηη ην PIPO θσδηθνπνηεί κία πξσηεΐλε, ηεο νπνίαο ην 

θαξβνμπηειηθφ ηεο άθξν είλαη ζπδεπγκέλν κε ην ακηλνηειηθφ άθξν ηεο P3 (Εικόνα 

1.4.Β) (Olspert et al., 2015). Δπίζεο έλα ζπληεξεκέλν GAAAAAA (GA6) κνηίβν 

βξέζεθε ζηε αξρή ηνπ PIPO, ην νπνίν ζεσξήζεθε πσο είλαη απηφ πνπ ηξνπνπνηεί ην 

πιαίζην αλάγλσζεο πνπ απαηηείηαη γηα ηελ έθθξαζε ηεο P3N-PIPO, κε ηελ πξνζζήθε 

ελφο κνξίνπ αδελίλεο, εμαηηίαο νιίζζεζεο ηεο RNA-εμαξηψκελεο RNA 

πνιπκεξάζεο, θαηά ηελ αληηγξαθή ηνπ ητθνχ γνληδηψκαηνο (Εικόνα 1.4.Γ) (Chung et 

al., 2008). 

Οη ιεηηνπξγίεο ηεο P3N-PIPO έρνπλ δηεξεπλεζεί εθηελψο απφ ηελ αλαθάιπςή ηεο θαη 

έπεηηα.  Υσξηθά εληνπίδεηαη ζηηο πιαζκνδέζκεο ηνπ θπηνχ-μεληζηή, φπνπ θαη δξα ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηελ CI, θαη ζπκκεηέρεη ζηελ κεηαμχ θπηηάξσλ κεηαθίλεζε ηνπ ηνχ 

(Wei et al., 2010). Απηφο ν ξφινο ηεο P3N-PIPO ζηελ κεηαθίλεζε ηνπ ηνχ εληζρχεηαη 

απφ ηελ ηθαλφηεηα ηεο λα αιιειεπηδξά κε ηελ θπηηθή πξσηεΐλε PCaP1, ε νπνία είλαη 

κία πξσηεΐλε ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο ησλ θπηηάξσλ ηνπ θπηνχ μεληζηή 

(Vijayapalani et al., 2012). H P3N-PIPO έρεη εληνπηζηεί ζε πνιχ ρακειέο 

ζπγθεληξψζεηο (0,8 – 2%) εληφο ηνπ θπηνχ. Παξά ην γεγνλφο φηη ν βαζηθφο ηεο ξφινο 

έρεη πξνζδηνξηζηεί (Revers and Garcia, 2015), ν ηξφπνο ηεο έθθξαζήο παξακέλεη 

αζαθήο.  
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Εικόνα 1.4 (Α) Οξγάλσζε ηνπ (+)ssRNA γνληδηψκαηνο ησλ ηψλ ηνπ γέλνπο 

Potyvirus.   Παξνπζηάδνληαη νη ζέζεηο ελαιιαθηηθψλ ORFs, θαζψο θαη νη ζέζεηο ησλ 

κνηίβσλ GA6. (Β) Πξντφληα κεηάθξαζεο: άγξηνπ ηχπνπ (wt) πιήξνπο κεγέζνπο 

πνιππξσηετληθφ κφξην, πνιππξσηετληθφ κφξην πνπ εθθξάδεηαη απφ ηξνπνπνηεκέλν 

γνληδίσκα έπεηηα απφ νιίζζεζε πνιπκεξάζεο θαη απφ ην νπνίν απνθφπηεηαη ε 

πξσηεΐλε P3N-PIPO, έθθξαζε ηεο P1N-PISPO. (Γ) ΢χλζεζε ηεο κε θσδηθήο 

αιιεινπρίαο θαη πξνζζήθε ελφο κνξίνπ αδελίλεο κέζσ ηνπ θαηλνκέλνπ νιίζζεζεο 

ηεο πνιπκεξάζεο (White, 2015).   
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1.4 Διακυτταρικό μετακύνηςη των ιών του 

γϋνουσ Potyvirus 
 

Πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί κία δηαζπζηεκαηηθή κφιπλζε, νη θπηηθνί ηνί πξέπεη λα 

δηαπεξάζνπλ ην θπηηαξηθφ ηνίρσκα θαη λα κνιχλνπλ ηα γεηηνληθά πγηή θπηηθά 

θχηηαξα (Maule, 2008). Η κεηαμχ ησλ θπηηάξσλ ητθή κεηαθίλεζε επηηπγράλεηαη κέζσ 

ησλ πιαζκνδεζκψλ, πνπ κπνξνχλ θαη δηαπεξλνχλ ην θπηηαξηθφ ηνίρσκα, 

εγθαζηζηψληαο κε απηφλ ηνλ ηξφπν κία κνξθή θπηνπιαζκαηηθήο θαη 

ελδνκεκβξαληθήο ζπλέρεηαο. Οη πιαζκνδέζκεο επηηξέπνπλ ζε κφξηα κηθξνχ κεγέζνπο 

λα κεηαθέξνληαη κεηαμχ γεηηνληθψλ θπηηάξσλ θαη ξπζκίδνπλ ηε δηαθπηηαξηθή 

κεηαθίλεζε κεγάινπ κεγέζνπο κνξίσλ ή κνξηαθψλ ζπκπιφθσλ, φπσο ηα ηνζσκάηηα ή 

ηα ξηβνλνπθιενπξσηετληθά (RNPs) ζχκπινθα. Η ητθή δηαθπηηαξηθή κεηαθίλεζε είλαη 

απνηέιεζκα ζπλεξγαζίαο ησλ ητθψλ πξσηετλψλ κεηαθίλεζεο (movement proteins, 

MPs) θαη ησλ παξαγφλησλ ηνπ θπηηάξνπ-μεληζηή (Heinlein, 2015) θαη κπνξεί λα 

δηαρσξηζηεί ζε 4 βαζηθέο  θαηεγνξίεο, αλαιφγσο κε ηα ραξαθηεξηζηηθά ηεο ζπκβνιήο 

ηεο CP θαη ησλ MPs. ΢ηελ πξψηε θαηεγνξία κφιπλζεο εκπεξηέρεηαη ην ζχκπινθν 

ητθνχ RNA/MP, δειαδή ηνπ πξναλαθεξζέληνο RNP. Οη ηνί ηνπ γέλνπο Tobamovirus, 

Bromovirus and Cucumovirus αλήθνπλ ζε απηήλ ηε θαηεγνξία. ΢πγθεθξηκέλα ζηνλ 

TMV κία ζπγθεθξηκέλε MP ζηνρεχεη θαη απμάλεη ην φξην απνθιεηζκνχ ησλ 

πιαζκνδεζκψλ γηα ηε κεηαθίλεζε ησλ RNPs, αλεμάξηεηα ηεο CP. ΢ηε δεχηεξε 

θαηεγνξία αλήθνπλ νη ξαβδφκνξθνη ηνί, δειαδή ηα γέλε Hordeiviruses, Pomoviruses, 

Pecluviruses, Benyviruses θαη Potexviruses. Απηνί νη κεηαθξάδνπλ κία νκάδα ηξηψλ 

γνληδίσλ (three gene block, TGB), νη πξσηεΐλεο ησλ νπνίσλ ζπληνλίδνπλ ηε 

δηαθπηηαξηθή κεηαθίλεζε ησλ ητθψλ RNPs (ή ησλ ητθψλ ηνζσκαηίσλ ζηε πεξίπησζε 

ηνπ γέλνπο Potexvirus). Η CP απαηηείηαη γηα ηε κεηαθίλεζε ζηε ζπγθεθξηκέλε 

θαηεγνξία. Η ηξίηε θαηεγνξία απνηειείηαη απφ ηα γέλε Comovirus θαη Νepovirus, 

ησλ νπνίσλ νη MPs, ρξεζηκνπνηψληαο ηνπο κηθξνζσιελίζθνπο ηνπ μεληζηή, 

θαηεπζχλνπλ ηα ηνζσκάηηα ζηηο πιαζκνδέζκεο, φπνπ ηα ηνζσκάηηα κε ηε ζεηξά ηνπο 

δηαπεξλνχλ θαη ηξνπνπνηνχλ ηεο ηειεπηαίεο.  

Η ηέηαξηε θαηεγνξία απνηειείηαη απφ ηνπο ηνχο ηνπ γέλνπο Potyvirus, γηα ηε 

κεηαθίλεζε ησλ νπνίσλ απαηηνχληαη δνκέο ζρήκαηνο ‘’αλεκφκπινπ’’ θαη φρη 

ζσιελνεηδείο ζηηο πιαζκνδέζκεο γηα ηελ κεηαθίλεζε ηνπ ηνζσκαηίνπ (Wei et al., 

2010).  Γηα λα αξρίζεη ε κεηαθίλεζε ησλ ηψλ ηνπ γέλνπο ζηα γεηηνληθά πγηή θχηηαξα, 
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ηα ηνζσκάηηα ζπγθεληξψλνληαη απφ ηηο CI πξσηεΐλεο ή απφ δνκέο ζρεκαηηζκέλεο 

κεηαμχ ησλ πξσηετλψλ απηψλ CI-CI ζηα VRCs, ηα νπνία βξίζθνληαη γεηηνληθά ησλ 

πξσηνπιαζηψλ. ΢ηε ζπλέρεηα, ηα ζχκπινθα CI-ηνζσκαηίσλ ζπλδένληαη  κε ηελ 

πξσηεΐλε P3N-PIPO, ε νπνία είηε είλαη ήδε ζπλδεδεκέλε ζηηο πιαζκνδέζκεο ή 

θαηεπζχλνληαη καδί ζηηο ηειεπηαίεο. Δθεί, νη δνκέο CI αλαπηχζζνληαη πάλσ ζηηο 

P3N-PIPO, ζρεκαηίδνληαο κία λεκαηψδε ζρήκαηνο δνκή, ε νπνία ζα ζπγθεληξψζεη 

πεξαηηέξσ ηνζσκάηηα γηα ηε κεηαθίλεζε ηνπο. Η πξαγκαηηθή θίλεζε ησλ ηνζσκαηίσλ 

δηακέζνπ ησλ πιαζκνδέζκσλ, κπνξεί λα επηηπγράλεηαη κέζσ ζπκπιφθσλ ηεο CI, ηα 

νπνία έρνπλ ήδε δηαζρίζεη ηηο πιαζκνδέζκεο, παξφιν πνπ ε δηαδηθαζία απηή 

παξακέλεη άγλσζηε. ΢ε απηφ ην ζεκείν πξέπεη λα ηνληζηεί, φηη δηαθφπηνληαο ην 

εθθξηηηθφ κνλνπάηη ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ-Golgi, εκπνδίδεηαη θαη ε 

κεηαθνξά ησλ P3N-PIPO θαη CI ζηηο πιαζκνδέζκεο, γεγνλφο πνπ ππνδειψλεη πσο ην 

ζχζηεκα αθηίλεο-κπνζίλεο δελ επεξεάδεη ηε ζπγθεθξηκέλε ζηφρεπζε ησλ πξσηετλψλ. 

Η ζπκκεηνρή ηεο CP ζηε δηαθπηηαξηθή κεηαθίλεζε ηνπ ηνχ νθείιεηαη ζην γεγνλφο, 

φηη ην θαςηδηνκέλν ητθφ RNA απνηειεί ηε κνιπζκαηηθή κνλάδα ηνπ ηνχ. Σέινο, απφ 

ηα γεγνλφηα πνπ παξνπζηάδνληαη παξαπάλσ, ε παξνδηθή ζχλδεζε ηεο CI κε ηηο 

πιαζκνδέζκεο θαη θαηά επέθηαζε ε δηαθπηηαξηθή κεηαθίλεζε ησλ ηψλ Potyvirus 

κεηαβάιιεηαη αλαινγηθά κε ηε κεηάθξαζε ηνπ ητθνχ γνληδηψκαηνο, ηελ ηξνπνπνίεζε 

ηνπ πιαηζίνπ αλάγλσζεο θαη ησλ επηπέδσλ ζρεκαηηζκνχ ηνπ ζπκπιφθνπ CI-P3N-

PIPO (Taiyun et al., 2010) (Εικόνερ 1.3, 1.5). 
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Εικόνα 1.5 Μνληέιν δηαθπηηαξηθήο κεηαθίλεζεο ησλ ηψλ Potyvirus. Σν ζχκπινθν 

CI-ηνζσκάηησλ  κεηαθέξεηαη ελδνθπηηαξηθά ζηηο ηξνπνπνηεκέλεο πιαζκνδέζκεο, 

φπνπ βξίζθνληαη νη ζρεκαηηζκνί ηεο CI, νη νπνίνη ζπλδένληαη ζηηο ήδε ζπλδεδεκέλεο 

κε ηηο πιαζκνδέζκεο P3N-PIPO. Έπεηηα ην ηνζσκάηην κεηαθέξεηαη δηακέζνπ ησλ 

δνκψλ ηεο CI θαη ησλ πιαζκνδέζκσλ ζηα γεηηνληθά θχηηαξα( Taiyun et al., 2010). 

 

1.5 Αλληλεπιδρϊςεισ τησ  P3N-PIPO με φυτικϋσ 

πρωτεϏνεσ  
 

Οη ητθέο MPs αιιειεπηδξνχλ κε παξάγνληεο ηνπ θπηνχ μεληζηή πξνθεηκέλνπ λα 

επηηεπρζεί ε κεηαθίλεζε ηνπ ηνχ δηαζπζηεκαηηθά. Μέρξη ζήκεξα έρνπλ δεηρζεί δχν 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ηεο P3N-PIPO θαη θπηηθψλ πξσηετλψλ. Η πξψηε αθνξά ηελ 

PCaP1 πξσηεΐλε ηνπ Arabidopsis thaliana θαη ηελ P3N-PIPO ηνπ Turnip mosaic 

virus (TuMV) (Vijayapalani et al., 2012). Δπηπξφζζεηα, ε ζχλδεζε ηεο P3N-PIPO 

ηνπ TuMV ζηελ PCaP1 θαίλεηαη λα είλαη απαξαίηεηε γηα ηε δηαθπηηαξηθή 

κεηαθίλεζε ηνπ ηνχ. Η PCaP1 είλαη κία πδξφθηιε κε ιεηηνπξγία δέζκεπζεο 

θαηηφλησλ πξσηεΐλε, ε νπνία βξίζθεηαη ζπλδεδεκέλε ζηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε 

κέζσ Ν-κπξηζηνυιίσζεο (Nagasaki et al., 2008). Η ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε 

εθθξάδεηαη ζπζηεκαηηθά ζηα πεξηζζφηεξα νξγαλίδηα ηνπ θπηνχ, ελψ ε έθθξαζε ηεο 

απμάλεηαη κε ηε παξνπζία δηεγεξηψλ, φπσο γηα παξάδεηγκα ηεο θιαγθειίλεο (Ide et 

al., 2007). Η θπζηνινγηθή ιεηηνπξγία ηεο PCaP1 ζρεηίδεηαη κε ηε ξχζκηζε ηνπ 
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θπηηαξνζθειεηνχ θαη ην νξζφ άλνηγκα θαη θιείζηκν ησλ ζηνκαηηθψλ ζπκπιφθσλ 

κέζσ ελφο κεραληζκνχ εμαξηψκελνπ απφ ην αζβέζηην (Li et al., 2011, Nagata et al., 

2016). 

 

Φπηά νιηθήο απψιεηαο ιεηηνπξγίαο ηνπ γνληδίνπ εκθαλίδνπλ κείσζε ηεο εμάπισζεο 

ηνπ TuMV κε απνηέιεζκα ηνλ εληνπηζκφ ηνπ ζηα ζεκεία ηεο κφιπλζεο θαη ηελ 

εκθάληζε ιηγφηεξσλ ζπκπησκάησλ (Vijayapalani et al., 2012). Η ίδηα αιιειεπίδξαζε 

δείρζεθε θαη ζην θπηφ Nicotiana benthamiana. Η νξζφινγε πξσηεΐλε ηεο PCaP1 

ζηνλ θαπλφ, NbDREPP, είλαη κία δηακεκβξαληθή πξσηεΐλε ε νπνία αιιειεπηδξά κε 

ηηο CI θαη P3N-PIPO ηνπ Tobacco vein banding mosaic virus (TVBMV). Η ζχλδεζε 

απηή βνεζά ζηε κεηαθνξά ηνπ ηνχ ζηα γεηηνληθά θχηηαξα κέζσ ηνπ εθθξηηηθνχ 

κεραληζκνχ θαη ηνπ ζπζηήκαηνο ηεο αθηηλνκπνζίλεο (Geng et al., 2015). 

 

Όπσο πξναλαθέξζεθε νη θχξηεο πξσηεΐλεο, νη νπνίεο ζπκκεηέρνπλ ζηε δηαθπηηαξηθή 

κεηαθίλεζε ησλ ηψλ Potyvirus είλαη νη CP, CI θαη ε P3N-PIPO. Δληνχηνηο θακία απφ 

ηηο ηειεπηαίεο δελ παξνπζηάδεη ηθαλφηεηα κεκβξαληθήο ζχλδεζεο, παξφιν πνπ ε 

δηαθπηηαξηθή κεηαθίλεζε απαηηεί κία ηέηνηα ιεηηνπξγία (Niehl et al., 2011). 

΢πκπεξαζκαηηθά ινηπφλ, κία αιιειεπίδξαζε ηεο PCaP1 κε ηελ P3N-PIPO ζα 

απνηεινχζε ηνλ εθιεηπφκελν θξίθν γηα ηε ζχλδεζε ηνπ ζπκπιφθνπ θίλεζεο ηνπ ηνχ 

ζηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε, απφ φπνπ ζα κπνξνχζε λα θαηεπζπλζεί πεξαηηέξσ ζηηο 

πιαζκνδέζκεο (Vijayapalani et al., 2012). Μία άιιε ππφζεζε φζν αλαθνξά ηελ 

αιιειεπίδξαζε ησλ δχν απηψλ πξσηετλψλ, πξνθχπηεη απφ ηελ αχμεζε ησλ επηπέδσλ 

κνξίσλ αζβεζηίνπ ζηηο πεξηνρέο ησλ πιαζκνδεζκψλ, γεγνλφο πνπ νθείιεηαη ζηελ 

ηθαλφηεηα ηεο PCaP1 λα πξνζδέλεη κφξηα αζβεζηίνπ θαη θαικνδνπιίλεο (Ca
2+

-

CAM), ην νπνίν επηθέξεη αχμεζε ησλ νξίσλ απνθιεηζκνχ ησλ πιαζκνδεζκψλ, 

κεηψλνληαο ηε ζπγθέληξσζε ηεο θαιιφδεο. Η θαιιφδε ζπζζσξεχεηαη ζηηο πεξηνρέο 

εηζφδνπ ησλ πιαζκνδέζκσλ σο απφθξηζε ζε ζηξεζνγφλνπο παξάγνληεο ή ζε ητθέο 

κνιχλζεηο, κεηψλνληαο κε απηφλ ηνλ ηξφπν ηα φξηα απνθιεηζκνχ ησλ πιαζκνδέζκσλ  

(Ueki et al,. 2010). Η ηνπηθή ζπγθέληξσζε ηεο θαιιφδεο απμάλεηαη ππφ ηελ 

παξνπζία αζβεζηίνπ (Furch et al., 2010), ην νπνίν κε ηε ζεηξά ηνπ απμάλεηαη σο 

απνηέιεζκα κηαο επηηπρεκέλεο άκπλαο ελαληίνλ ητθψλ κνιχλζεσλ (Otulak et al., 

2011). Δπηπιένλ, ε δεκηνπξγία πξσηνπιαζηψλ κε κεηαιιαγή knock-out ζην γνλίδην 

PCaP1, είρε σο απνηέιεζκα ηελ αχμεζε ηνπ ητθνχ RNA θαζψο ην ηειεπηαίν δελ 

κεηαθεξφηαλ ζηελ πιαζκαηηθή κεκβξάλε, αιιά παξέκελε ζηα VRCs, γεγνλφο πνπ 

νδεγνχζε ζε πεξαηηέξσ θχθινπο αληηγξαθήο  (Vijayapalani  et al., 2012).  
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Γηαθνξεηηθή είλαη ε αιιήιεπίδξαζε ηεο PCaP1 ηνπ ηεο Nicotiana benthamiana, 

χζηεξα απφ κφιπλζε κε ηνλ Bamboo mosaic virus (BaMV) ηνπ γέλνπο Potexvirus. 

΢χκθσλα ινηπφλ κε ηελ έξεπλα ησλ Huang et al. (2017), ε PCaP1 αιιειεπηδξά κε 

ηελ RdRp πνπ πεξηέρεηαη ζην ζχκπινθν κεηαθίλεζεο ηνπ BaMV, παγηδεχνληαο ην 

ηειεπηαίν ζε κία πεξηνξηζκέλε κεηαθίλεζε κεηαμχ θπηηάξσλ. 

 

Δπηπιένλ, ε πξσηεΐλε DREPP ηεο N. benthamiana παξνπζηάδεη νκνηφηεηα 52% ζηελ 

ακηλνμηθή ηεο αιιεινπρία κε ηελ PCaP1, θαη κνηξάδεηαη έλα ζπληεξεκέλν 

ακηλνηειηθφ άθξν, ππνδειψλνληαο πσο ε πξσηεΐλε DREPP είλαη νκφινγε ηεο PCaP1 

(Logan et al., 1997). Δπίζεο, ε DREPP παξνπζηάδεη ιεηηνπξγία ID (inhibitor DNA-

binding) πξσηετλψλ, ην νπνίν ζεκαίλεη πσο πθίζηαηαη κία ζεηξά αλαδηπιψζεσλ, 

πξνθεηκέλνπ λα αιιειεπηδξάζεη κε άιια πξσηετληθά κφξηα (Marin and Ott, 2014). 

Όπσο αλαθέξζεθε ην γεγνλφο ηεο παξνπζίαο ησλ πξσηετλψλ ζε ζπγθεθξηκέλα 

νξγαλίδηα ηνπ θπηηάξνπ, επεξεάδεηαη ζπλ ηνηο άιινηο θαη απφ ηελ έθθξαζε ησλ 

πξσηετλψλ, κε ηηο νπνίεο κπνξνχλ θαη αιιεινεπηδξνχλ. Με απηφλ ηνλ ηξφπν 

απνδείρηεθε θαη ε ζπκκεηνρή ηεο DREPP ζηελ δηαθπηηαξηθή κεηαθίλεζε ηνπ 

Tobacco vein banding mosaic virus (TVBMV) φπνπ, ε ηαπηφρξνλε έθθξαζε ησλ 

πξσηετλψλ DREPP θαη CIinplanta, είρε σο απνηέιεζκα ηελ θνηλή παξνπζία ηνπο ζηελ 

πεξηθέξεηα ηνπ θπηηθνχ θπηηάξνπ, ελψ φηαλ εθθξάζηεθε θαη ε πξσηεΐλε P3N-PIPO, 

απαληήζεθαλ θαη νη ηξεηο ζηηο πιαζκνδέζκεο, φπνπ δεκηνπξγείηαη ην ζχκπινθν γηα 

ηε δηαθπηηαξηθή κεηαθίλεζε. Σέινο πξέπεη λα αλαθεξζεί, πσο ε DREPP 

ρξεζηκνπνηεί δηαθνξεηηθφ ηξφπν, ζε ζρέζε κε ηηο ητθέο πξσηεΐλεο, γηα λα θαηεπζπλζεί 

ζηηο πιαζκνδέζκεο, δειαδή, ελψ νη ητθέο MPs ρξεζηκνπνηνχλ ην εθθξηηηθφ κνλνπάηη 

ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ, ε θίλεζε ηεο DREPP εμαξηάηαη απφ ην ζχζηεκα 

αθηίλεο-κπνζίλεο (Chao et al., 2015). 

Πξφζθαηα δείρζεθε ε αιιειεπίδξαζε ηεο P3N-PIPO  ηνπ Soybean mosaic virus 

(SMV) κε ηελ πξσηεΐλε SNARE12 ηεο ζφγηαο. Η πξσηεΐλε απηή αλήθεη ζηνπο 

SNARE ππνδνρείο πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε κεηαθνξά θπζηηδίσλ απφ ην 

ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν ζην Golgi (Sanderfoot et al., 2000). Ωζηφζν ν ιεηηνπξγηθφο 

ξφινο ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμχ ηεο SNARE12 θαη ηεο P3N-PIPO ηνπ ηνχ 

παξακέλεη άγλσζηνο, ελψ εηθάδεηαη φηη ζπκκεηέρεη ζηε ζηφρεπζε ηεο P3N-PIPO 

πξσηεΐλεο ζηηο πιαζκνδέζκεο (Song et al., 2016).   
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1.6 Γενετικό ανθεκτικϐτητα ςτουσ ιοϑσ του 

γϋνουσ Potyvirus   
 

Μέρξη ζήκεξα, ε θαιιηέξγεηα  πνηθηιηψλ κε γελεηηθή αλζεθηηθφηεηα ζε ηνινγηθέο 

πξνζβνιέο, απνηειεί έλαλ απφ ηνπο θχξηνπο ηξφπνπο δηαρείξηζεο ησλ ηνινγηθψλ 

αζζελεηψλ ησλ θπηψλ. ΢ηα θπζηθά νηθνζπζηήκαηα ε γελεηηθή πνηθηινκνξθία ησλ 

θπηψλ, πνπ ζπλεπάγεηαη θαη ηελ πνηθηινκνξθία ησλ γελεηηθψλ ηφπσλ πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ αλζεθηηθφηεηα, έρεη σο απνηέιεζκα ηε κείσζε ηεο εμάπισζεο 

επηδεκηψλ (Ostfeld and Keesing, 2012). Οη θχξηνη κεραληζκνί αλζεθηηθφηεηαο  πνπ 

δηαζέηνπλ ηα θπηά έλαληη ησλ ηψλ είλαη: α) ε RNA ζίγεζε (RNA silencing) πνπ 

απνηειεί έλα δσηηθφ  ζηνηρείν ηεο εγγελνχο αληηηθήο αληίδξαζεο ησλ θπηψλ, θαη 

ζηνρεχεη «εηζβάινληα λνπθιεΐθα νμέα, β) ηελ θπξίαξρε αλζεθηηθφηεηα (dominant 

resistance)  θαηά ηελ νπνία ε άκεζε ή έκκεζε αιιειεπίδξαζε κεηαμχ  παξάγνληα 

άκπλαο ησλ θπηψλ θαη ηνπ ηειεζηή  (effector) πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην 

κνιπζκαηηθφηεηαο ηνπ ηνχ ππξνδνηεί  αληίδξαζε ππεξεπαηζζεζίαο (hypersensitive 

reaction, HR) ή αθξαία αλζεθηηθφηεηα (extreme resistance, ER) θαη γ) ε 

ππνιεηπφκελε αλζεθηηθφηεηα (recessive resistance).  

 

Ο ηχπνο ηεο ππνιεηπφκελεο αλζεθηηθφηεηαο ησλ θπηψλ ζηνπο ηνχο αθνξά ζηε 

κνξηαθή αιιειεπίδξαζε, ή κε, κεηαμχ ελφο παξάγνληα κνιπζκαηηθφηεηαο ηνπ ηνχ 

θαη ελφο παξάγνληα αλζεθηηθφηεηαο ηνπ θπηνχ μεληζηή. Η έιιεηςε αιιειεπίδξαζεο 

κεηαμχ ησλ δχν απηψλ παξαγφλησλ παξεκπνδίδεη ηε ζπκπιήξσζε ηνπ θχθινπ 

πνιιαπιαζηαζκνχ θαη εμάπισζεο ηνπ ηνχ θαη θαζνξίδεη εάλ έλαο μεληζηήο είλαη 

αλζεθηηθφο ή κε ζηνλ ζπγθεθξηκέλν ηφ (Fabre et al., 2015). Απφ ηα πεξίπνπ 200 ήδε 

γλσζηά γνλίδηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ αλζεθηηθφηεηα ησλ θπηψλ ζε ητθέο αζζέλεηεο, 

ηα κηζά αθνξνχλ ππνιεηπφκελα θιεξνλνκνχκελα γνλίδηα (Díaz-Pendón et al., 2004, 

Kang et al., 2005). Δπνκέλσο, ε αλίρλεπζε ηέηνησλ γελεηηθψλ ηφπσλ θαη ε 

θαηαλφεζε ηεο αιιειεπίδξαζεο ησλ πξσηετλψλ πνπ θσδηθνπνηνχλ κε ζπγθεθξηκέλεο 

ητθέο πξσηεΐλεο, απνηειεί ζεκαληηθφ εξγαιείν γηα ηελ απνθάιπςε λέσλ γνληδίσλ 

αλζεθηηθφηεηαο θαη ηελ αμηνπνίεζή ηνπο ζηε δεκηνπξγία λέσλ αλζεθηηθψλ πνηθηιηψλ. 

Υαξαθηεξηζηηθή είλαη ε πεξίπησζε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ 

επθαξησηηθνχο παξάγνληεο έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο (eukaryotic translation initiation 

factors, eIF) θαη ηεο αιιειεπίδξαζήο ηνπο κε ηνχο ηνπ γέλνπο Potyvirus.  
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Σν πξψην γνλίδην πνπ ραξαθηεξίζηεθε θαη πξνζδίδεη ππνιεηπφκελε αλζεθηηθφηεηα 

έλαληη ηνπ PVY αθνξά ην pvr2 ηεο πηπεξηάο (Capsicum sp.) (Ruffel et al., 2002). Σν 

γνλίδην απηφ θσδηθνπνηεί γηα έλαλ eIF4E (eukaryotic Initiation Factor 4E) παξάγνληα 

πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ έλαξμε ηεο κεηάθξαζεο ησλ mRNA κεηαγξάθσλ ζηνπο 

επθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο. ΢πγθεθξηκέλα, ν eIF4E πξνζδέλεηαη ζηελ 5’-cap δνκή 

εμππεξεηψληαο ζηε ζηξαηνιφγεζε ησλ θπηηθψλ πξσηετλψλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηελ 

κεηάθξαζε ησλ mRNAs (Robaglia and Caranta, 2006). Όπσο πξναλαθέξζεθε, ην 

γέλνο Potyvirus δελ εκθαλίδεη ηέηνηεο cap δνκέο αιιά κία ητθή πξσηεΐλε, ηελ VPg, ε 

νπνία πξνζδέλεηαη ζην 5’ άθξν ηνπ γνληδησκαηηθνχ ηνπο RNA. Η VPg θαίλεηαη λα 

αιιειεπηδξά κε κία ή πεξηζζφηεξεο ηζνκνξθέο ησλ eIF4E παξαγφλησλ γεγνλφο πνπ 

ππνδειψλεη ηε ρξήζε ηεο κεηαθξαζηηθήο κεραλήο ηνπ θπηνχ απφ ηνπο Poty-ηνχο γηα 

ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ηνπο. Πξάγκαηη, θπηά πνπ εκθαλίδνπλ ακηλνμηθέο 

αληηθαηαζηάζεηο ζηελ αιιεινπρία ησλ eIF4E ή eIFiso4E παξαγφλησλ, ζε ζέζεηο πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ πεξηνρή δέζκεπζεο ηεο VPg, εκθαλίδνπλ αλζεθηηθφηεηα ζηνπο 

ηνχο ηνπ γέλνπο Potyvirus (Duprat et al., 2002; Lellis et al., 2002; Ruffel et al., 2002). 

Με ηε ζεηξά ηνπο νη ηνί κπνξνχλ λα πξνζαξκνζηνχλ κέζσ αιιαγψλ ηεο ακηλνμηθήο 

αιιεινπρίαο ηεο VPg απνθαζηζηψληαο κε απηφλ ηνλ ηξφπν ηελ αιιειεπίδξαζε ηεο 

κε ηηο κεηαιιαγκέλεο eIF4E θαη eIFiso4E ηζνκνξθέο (Charron et al, 2008). Η VPg 

ηνπ PVY έρεη απνδεηρζεί φηη απνηειεί έλαλ παξάγνληα ππέξβαζεο ηεο ππνιεηπφκελεο 

αλζεθηηθφηεηαο (resistance-breaking, RB) ζε θπηά πηπεξηάο (Moury et al., 2004), ζην 

ζπγγελέο ηεο ηνκάηαο είδνο Solanum habrochaites (Moury et al., 2004) θαη ζηνλ 

θαπλφ (Lacroix et al., 2011; Masuta et al., 1999). 

  

Σν κνηίβν δηαθνξνπνίεζεο ησλ eIF4E-VPg έρεη πξνηαζεί σο έλα εκβιεκαηηθφ 

παξάδεηγκα ηνπ κνληέινπ αληηζηνηρίαο ησλ αιιεινκφξθσλ (matching allele model) 

ζηηο αιιειεπίδξαζεηο θπηψλ-παζνγφλσλ. Καηά ην κνληέιν απηφ θάζε γνλφηππνο ηνπ 

θπηνπαζνγφλνπ είλαη πξνζαξκνζκέλνο ζε έλα ή ζε πεξηνξηζκέλν εχξνο 

αιιεινκφξθσλ αλζεθηηθφηεηαο ζηνλ πιεζπζκφ ησλ μεληζηψλ, ελψ ηαπηφρξνλα ε 

ηθαλφηεηα ηνπ γηα ππέξβαζε αλζεθηηθφηεηαο δελ επηθέξεη θάπνην θφζηνο ζηελ  

αξκνζηηθφηεηά ηνπ (fitness). ΢πλνςίδνληαο, (α) ε πςειή πνηθηινκνξθία θαη ε ζεηηθή 

επηινγή πνπ παξαηεξείηαη ζε έλα κηθξφ κφλν αξηζκφ ακηλνμέσλ ησλ VPg θαη eIF4E, 

(β) ην γεγνλφο φηη νη αιιαγέο απηέο ζπλδένληαη άκεζα είηε κε ηελ εκθάληζε 

αλζεθηηθφηεηαο ηνπ μεληζηή είηε κε ηε κνιπζκαηηθφηεηα ηνπ παζνγφλνπ θαη (γ) ε 

ζρεηηθά πξφζθαηε εκθάληζε ησλ Poty-ηψλ, θαηαδεηθλχνπλ κηα ζπάληα πεξίπησζε 
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πξφζθαηεο θαη ηαρείαο ζπλεμέιημεο ζηηο αιιειεπηδξάζεηο θπηψλ θαη θπηνπαζνγφλσλ 

(Moury et al., 2014). 

 

1.7 Επαγωγό ςύγηςησ γονιδύων μϋςω του ιώκοϑ 

φορϋα του ιοϑ του κροταλύςματοσ του καπνοϑ 

(Tobacco rattle virus, TRV) 
 

Η RNA ζίγεζε είλαη έλαο κεραληζκφο απνδφκεζεο ηνπ RNA εμεηδηθεπκέλνο σο πξνο 

ηελ αθνινπζία λνπθιενηηδίσλ, πνπ πξψηα αλαθαιχθζεθε ζε δηαγνληδηαθά θπηά 

(Napoli et al., 1990). Ο ίδηνο κεραληζκφο ηζρχεη ζε φινπο ηνπο επθαξπσηηθνχο 

νξγαληζκνχο, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη ηνπ αλζξψπνπ θαη έρεη ξφιν ξχζκηζεο ηεο 

έθθξαζεο θαζψο θαη ξφιν αληη-ητθφ ή γεληθφηεξα πξνζηαζίαο απφ μέλα σο πξνο ηνλ 

νξγαληζκφ λνπθιετληθά νμέα θαη κεηαζεηά ζηνηρεία.  

΢ηα θπηά, ε RNA ζίγεζε ιεηηνπξγεί σο έλα θπζηθφ αληη-ητθφ ζχζηεκα άκπλαο πνπ 

ελεξγνπνηείηαη σο αληίδξαζε ζηελ χπαξμε δηπιήο αιπζίδαο RNA (dsRNA). Οη ηνί, 

θαζψο θαη δηαγνλίδηα πνπ έρνπλ εηζαρζεί σο αληίζηξνθεο επαλαιήςεηο κπνξνχλ 

απεπζείαο λα παξάγνπλ dsRNA, ελψ πςειά κεηαγξαθφκελα κνλήο εηζδνρήο 

δηαγνλίδηα παξάγνπλ κε θπζηνινγηθά κεηαγξαθήκαηα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη  σο 

ππφζηξσκα γηα ηελ παξαγσγή dsRNA. ΢ηε ζπλέρεηα, ην dsRNA γίλεηαη ζηφρνο γηα 

κηα εμεηδηθεπκέλε dsRNA ξηβνλνπθιεάζε ε νπνία παξάγεη κηθξά εκπιεθφκελα RNAs 

(small interfering, siRNAs) ηα νπνία ιεηηνπξγνχλ σο νδεγνί γηα ηελ εμεηδηθεπκέλε 

απνδφκεζε νκφινγσλ RNAs απφ έλα πξσηετληθφ ζχκπινθν λνπθιεάζεο (Ding et al., 

2004).  

Υαξαθηεξηζηηθφ ηεο RNA ζίγεζεο είλαη ε δεκηνπξγία δηαζπζηεκαηηθνχ ζήκαηνο θαη 

ε ελεξγνπνίεζε ηνπ κεραληζκνχ θαη ζε ηζηνχο απνκαθξπζκέλνπο απφ απηνχο πνπ 

πξψην-ελεξγνπνηήζεθε ν κεραληζκφο.  

Αλ θαη ε RNA ζίγεζε ζηα θπηά έρεη κειεηεζεί εθηελέζηεξα ρξεζηκνπνηψληαο 

δηαγνλίδηα, νη ηνί κπνξνχλ λα είλαη ηαπηφρξνλα επαγσγείο θαη ζηφρνη ηεο RNA 

ζίγεζεο (Ratcliff et al., 1997, Voinnet et al., 1999). Οη κεραληζκνί ηεο RNA ζίγεζεο 

ηφζν φηαλ ελεξγνπνηνχληαη απφ κφιπλζε ηνχ (Virus Induced Gene Silencing, VIGS) 

φζν θαη απφ δηαγνλίδηα κνηξάδνληαη πνιιά ζπζηαηηθά, αιιά επίζεο ρξεζηκνπνηνχλ 
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θαη δηαθνξεηηθέο βηνρεκηθέο νδνχο γηα λα δεκηνπξγήζνπλ ηε δηπιή αιπζίδα ηνπ RNA 

πνπ ελεξγνπνηεί ηε δηαδηθαζία  (Dalmay et al., 2000,  Béclin et al., 2002, Morel et al., 

2002) 

Η ζίγεζε ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ-ζηφρσλ κέζσ επαγσγήο ηεο κε ητθφ θνξέα 

(VIGS), ρξεζηκνπνηείηαη επξέσο γηα ηεο αλάγθεο ηεο αληίζηξνθεο γελεηηθήο ζηα 

θπηά. Η απιφηεηα, ακεζφηεηα θαη ην ρακειφ θφζηνο εθαξκνγήο ηεο ζπγθεθξηκέλεο 

ηερληθήο, ηελ θαζηζηνχλ θαηάιιειε σο ελαιιαθηηθή ιχζε γηα κία κεηα-κεηαγξαθηθή 

ζίγεζε, κε ζθνπφ ηε κειέηε ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ γνληδηαθψλ πξντφλησλ πνπ καο 

ελδηαθέξνπλ. Υξεζηκνπνηείηαη θπξίσο γηα ηε κειέηε ελφο θαηλνηχπνπ, ν νπνίνο 

πξνέξρεηαη απφ ηελ απψιεηα ηεο ιεηηνπξγίαο ελφο γνληδίνπ πνπ ζπκκεηέρεη ζε 

δηάθνξεο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο, ζε κεηαβνιηθά κνλνπάηηα, ζε αιιειεπηδξάζεηο 

κεηαμχ κηθξννξγαληζκψλ θαη θπηνχ θαη ζε θαηαζηάζεηο αβηνηηθήο θαηαπφλεζεο. Η 

ζπγθεθξηκέλε ηερληθή ρξεζηκνπνηήζεθε πξψηε θνξά, γηα ηε κειέηε ηνπ θαηλνκέλνπ 

ηεο αλάξξσζεο ηνπ θπηνχ χζηεξα απφ ητθή κφιπλζε (van Kammen, 1997). Ο ηφο 

Tobacco rattle virus (TRV) ηνπ γέλνπο Tobravirus, παξνπζηάδεη έλαλ αξηζκφ 

πιενλεθηεκάησλ, ψζηε λα ρξεζηκνπνηεζεί σο θνξέαο γνληδηαθήο έθθξαζεο, θαζψο 

πξνζβάιιεη έλαλ κεγάιν αξηζκφ μεληζηψλ ζε δηαθνξεηηθά γέλε θαη 

πνιιαπιαζηάδεηαη ζε πςεινχο ηίηινπο ηφζν ζην ππέξγεην φζν θαη ζην ξηδηθφ 

ζχζηεκα ησλ θπηψλ. Σν γνληδίσκά ηνπ απνηειείηαη απφ δχν κνλφθισλα (+) RNAs, 

RNA1 θαη RNA2 (Harrison and Robinson, 1986). Σν RNA1, θσδηθνπνηεί φιεο ηηο 

απαξαίηεηεο πξσηεΐλεο γηα ηελ ητθή αληηγξαθή θαη κεηαθίλεζε εληφο ηνπ θπηνχ-

μεληζηή, ελψ παξνπζηάδεη ηθαλφηεηα κφιπλζεο απνπζία ηνπ δεχηεξνπ RNA. Σν 

RNA2 πνηθίιεη ζε κέγεζνο αλάκεζα ζηηο απνκνλψζεηο ηνπ ηνχ,  θαη θσδηθνπνηεί ηελ 

CP θαη ελίνηε κία ή πεξηζζφηεξεο κε δνκηθέο πξσηεΐλεο, 2b  θαη  2c, πνπ εκπιέθνληαη 

ζηε κεηάδνζε ηνπ ηνχ κε λεκαηψδεηο θνξείο. ΢ηνπο ηξνπνπνηεκέλνπο ηνχο ηα 

ηειεπηαία έρνπλ αληηθαηαζηαζεί απφ αιιεινπρίεο ζπκβαηέο γηα θισλνπνίεζε κε 

πεξηνξηζηηθά έλδπκα ψζηε λα ηνπνζεηεζνχλ ζηε ζέζε ηνπο νη αιιεινπρίεο 

ελδηαθέξνληνο  (MacFarlane and Popovich, 2000). 
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1.8 Εξϋλιξη και προςαρμοςτικϐτητα των 

φυτικών ιών 
 

1.8.1 Στϊδια εμφϊνιςησ φυτικών ιών ςε νϋα φυτϊ-ξενιςτϋσ 
 

Οη αηηίεο, νη νπνίεο επλννχλ ηε εκθάληζε θπηηθψλ ηψλ ζε λέα θπηά-μεληζηέο, κπνξνχλ 

λα νκαδνπνηεζνχλ ζε ηέζζεξηο θαηεγνξίεο: α) αιιαγέο ζηελ νηθνινγία ησλ θπηψλ-

μεληζηψλ θαη/ή ησλ ηψλ, β) αιιαγέο ζηε γελεηηθή ζχλζεζε ζηνπο πιεζπζκνχο ηνπ 

μεληζηή, γ) αιιαγέο ζηε γελεηηθή ζχλζεζε ζηνπο πιεζπζκνχο ηνπ ηνχ, δ) ζηε 

πεξίπησζε ηεο κεηάδνζεο ηνπ ηνχ κε θνξέα, αιιαγέο ζηελ νηθνινγία θαη ηε γελεηηθή 

ζχλζεζε ηνπ ηειεπηαίνπ (Jones, 2009). Οη λενεκθαληδφκελνη ηνί πξνέξρνληαη απφ 

είδε ή πιεζπζκνχο μεληζηψλ, ζηνπο νπνίνπο έρνπλ ήδε πξνζαξκνζηεί. Η δηάδνζε ηνπ 

θπηηθνχ ηνχ απφ ηνλ πξνεγνχκελν μεληζηή ζε έλα θαηλνχξγην πεξηβάιινλ, φπνπ ζα 

εγθαζηδξχζεη λέεο παξαγσγηθέο κνιχλζεηο θαη επηηπρεκέλνπο κεηαμχ ησλ μεληζηψλ 

κεραληζκνχο κεηάδνζεο, απνηειεί ηα ζηάδηα γηα κηα θαηλνχξγηα εκθάληζε ηνπ 

θπηηθνχ ηνχ (Elena et al., 2011). ΢ε πξψην ζηάδην ν ηφο πξέπεη λα κεηαπεδήζεη απφ 

έλαλ κνιπζκέλν πιεζπζκφ μεληζηψλ ζε θπηά ηνπ ίδηνπ είδνπο-μεληζηή ζε 

δηαθνξεηηθφ νηθνινγηθφ πεξηβάιινλ ή ζε λέν είδνο μεληζηή. Απηή ε κεηαπήδεζε ζε 

άιιν μεληζηή, απαηηεί ηελ επαθή κεηαμχ ησλ πιεζπζκψλ ησλ μεληζηψλ, ην νπνίν 

επλνείηαη απφ αιιαγέο ηεο νηθνινγίαο ησλ μεληζηψλ, ησλ ητθψλ θνξέσλ θαη/ή ησλ 

ηψλ. ΢ε δεχηεξν ζηάδην, ν ηφο πξέπεη λα πξνζαξκνζηεί ζηνλ λέν μεληζηή ή ζην λέν 

πεξηβάιινλ, κε ζθνπφ ε κφιπλζε λα είλαη επηηπρεκέλε, θαη λα κπνξέζεη λα 

ππνζηεξηρηεί ε κεηάδνζε κεηαμχ ηνπ είδνπο ηνπ λένπ μεληζηή ή ηνπ λένπ 

πεξηβάιινληνο. ΢ε απηφ ην ζεκείν ε λέα ητθή κφιπλζε αλεμαξηεηνπνηείηαη απφ ηνλ 

πξνεγνχκελν μεληζηή. Σέινο θαη σο ηειεπηαίν ζηάδην, ε επηδεκηνινγία ηνπ ηνχ πξέπεη 

λα αιιάμεη, ψζηε λα βειηηζηνπνηεζεί ε κεηαμχ ησλ λέσλ μεληζηψλ κεηάδνζε ζηνπο 

λένπο πιεζπζκνχο, πξάγκα πνπ κπνξεί λα επηηεπρζεί είηε κε πξνζαξκνγή ζε έλαλ λέν 

ητθφ θνξέα ή κε ηελ εγθαζίδξπζε ελφο λένπ κεραληζκνχ κεηάδνζεο (Elena et al., 

2011). 
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1.8.2 Προςαρμογό και αλλαγό νϋων φυτών-ξενιςτών 
 

Σν εχξνο ησλ θπηψλ-μεληζηψλ ελφο ηνχ θαζνξίδεηαη απφ έλαλ αξηζκφ παξαγφλησλ, 

θάπνηνη εθ ησλ νπνίσλ αθνξνχλ ηελ επηδεκηνινγία ηνπ, ελψ άιινη εμαξηψληαη απφ ην 

γελεηηθφ ππφβαζξν ηνπ εθάζηνηε ηνχ. Τπνζηεξίδεηαη, πσο ην εχξνο ησλ μεληζηψλ ησλ 

θνξέσλ πξνθαζνξίδεη θαη ην εχξνο μεληζηψλ θαη ησλ ηψλ, γεγνλφο απφ ην νπνίν 

ζπκπεξαίλεηαη, φηη νη θπηηθνί ηνί παξνπζηάδνπλ κεγαιχηεξε εμεηδίθεπζε ζε θνξείο 

παξά ζε μεληζηέο (Power and Flecker, 2003). Απηή ε ππφζεζε ηνλίδεη ηε 

ζεκαληηθφηεηα ησλ θνξέσλ ζηελ νηθνινγία θαη ηελ εθ λένπ εκθάληζε ησλ ηψλ, αιιά 

είλαη κία απινχζηεπζε ηεο πξαγκαηηθφηεηαο. Η βηνινγηθή θαηαιιειφιεηα ελφο 

νξγαληζκνχ εμαξηάηαη απφ ην πεξηβάιινλ ζην νπνίν δηεξεπλάηαη. Γηα απηφλ ην ιφγν, 

επεηδή έλαο μεληζηήο απνηειεί ην ζεκειηψδεο πεξηβάιινλ γηα έλα παξάζηην, ε ητθή 

θαηαιιειφηεηα θαη ηθαλφηεηα πξνζαξκνγήο πνηθίιεη ζηνλ εθάζηνηε πηζαλφ μεληζηή. 

Η δηαθνξά ηεο ηθαλφηεηαο πξνζαξκνγήο ελφο ηνχ κεηαμχ δχν μεληζηψλ είλαη 

θαζνξηζηηθήο ζεκαζίαο γηα ην εχξνο ησλ μεληζηψλ, θαζψο θαη γηα ηε κεηαπήδεζε ζε 

λέν μεληζηή. Η εκθάληζε ηψλ κε πεξηνξηζκέλν εχξνο μεληζηψλ ζε θαιιηεξγήζηκα είδε, 

πξνεξρφκελα απφ θπηά ηα νπνία αλήθνπλ είηε ζην ίδην γέλνο ή ζηελ ίδηα νηθνγέλεηα, 

ππνδεηθλχεη φηη ππάξρεη ζρέζε κεηαμχ ηεο ηαμηλνκηθήο εγγχηεηαο ησλ θπηψλ-

μεληζηψλ θαη ηεο ηθαλφηεηαο πξνζαξκνγήο ησλ ηψλ ζε απηνχο (Moreno-Pérez et al., 

2013). 

Λακβάλνληαο ππφςε ηα παξαπάλσ, δεκηνπξγείηαη ε ππφζεζε ηεο πξνζαξκνζηηθήο 

ελαιιαγήο κεηαμχ ησλ μεληζηψλ. Με άιια ιφγηα, έλαο ηφο δελ κπνξεί λα απμήζεη ηελ 

ηθαλφηεηα πξνζαξκνγήο ηνπ ηαπηφρξνλα ζε φινπο ηνπο πηζαλνχο μεληζηέο ηνπ, 

γεγνλφο ην νπνίν έρεη σο ζπλέπεηα ηε δεκηνπξγία εμεηδίθεπζεο ηνπ ζε έλα θπηφ-

μεληζηή ή/θαη κεηαμχ ζπγγεληθψλ εηδψλ μεληζηψλ. Δάλ ε πξνζαξκνγή ζε έλαλ μεληζηή 

‘’θνζηίδεη’’ ζηελ ηθαλφηεηα πξνζαξκνγήο ζε ελαιιαθηηθνχο μεληζηέο, ηφηε απηφ 

απνηειεί ηε βαζηθή αξρή ηεο πξνζαξκνζηηθήο ελαιιαγήο κεηαμχ ησλ μεληζηψλ 

(Sacristán et al., 2005). Σέινο, έλα απφ ηα νπζηαζηηθά πξνβιήκαηα πνπ θαιείηαη λα 

αληηκεησπίζεη έλαο ηφο, ν νπνίνο κεηαδίδεηαη απφ έλαλ πξσηαξρηθφ μεληζηή ζε έλαλ 

λέν, είλαη εάλ νη κεηαιιαγέο πνπ ζα επλνήζνπλ ηελ πξνζαξκνγή ηνπ ζηνλ λέν 

μεληζηή, ζα κεηψζνπλ θαη ηελ ηθαλφηεηα πξνζαξκνγήο ηνπ ζηνλ πξσηαξρηθφ. Η θχζε 

θαη ε δηαδηθαζία απηψλ ησλ ελαιιαγψλ θαη ν ηξφπνο πνπ επηδξνχλ ζηε κεηάδνζε ησλ 

θπηηθψλ ηψλ απνηειεί έλα ζεκαληηθφ πεδίν έξεπλαο. 
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1.8.3 Προςαρμογό και εϑροσ-ξενιςτών του PVY 
 

Σν πξφηππν ηεο εμέιημεο ηνπ εχξνπο ησλ μεληζηψλ ηνπ PVY θαίλεηαη λα 

αληαπνθξίλεηαη ζε αιιαγή μεληζηή, θαζψο απνκνλψζεηο πξνζαξκνζκέλεο ζην θπηφ-

μεληζηή Capsicum annuum (πηπεξηά), νη νπνίεο αλήθνπλ ζηηο νκάδεο C1 θαη Chile, 

δελ εκθαλίδνληαη ζπρλά ζε θαιιηέξγεηεο Solanum tuberosum (παηάηα) (Moury, 2010). 

Απφ ηελ άιιε κεξηά, απνκνλψζεηο ηνπ PVY, νη νπνίεο αλήθνπλ ζηηο νκάδεο C2, O 

θαη N,  δελ παξνπζηάδνπλ ηθαλφηεηα κφιπλζεο ζηε πηπεξηά (Fereres et al., 1993). 

Παξφια απηά, θαη ελψ φπσο αλαθέξζεθε ε θχξηα νκάδα απνκνλψζεσλ πνπ 

πξνέξρνληαη απφ ην θπηφ-μεληζηή πηπεξηά είλαη ε C1, δχν απνκνλψζεηο ηεο νκάδαο Ν 

(Margaritopoulos et al., 2010) θαη κία ηεο νκάδαο Ο (Ibaba and Gubba, 2011) 

ραξαθηεξίζηεθαλ σο εμαηξέζεηο ζε απηήλ ηελ θπξηαξρία ηεο νκάδαο C1 (Moury et al, 

2017). ΢πκπεξαζκαηηθά, ε αλάιπζε ησλ παξαπάλσ ζηνηρείσλ, πξνζαξκφδεη εθ λένπ 

ηελ ζεκεξηλή άπνςε ηεο χπαξμεο εκπνδίσλ πνπ δηέπνπλ ηελ ελαιιαγή μεληζηψλ ηνπ 

PVY, δεκηνπξγψληαο ηελ αλάγθε γηα ηελ επαλεμέηαζε ησλ θξηηεξίσλ 

δηαθνξνπνίεζεο ησλ νκάδσλ ηνπ PVY κε βάζε ηφζν ην εχξνο ησλ μεληζηψλ, φζν θαη 

ηελ πξνέιεπζε ηεο εθάζηνηε απνκφλσζεο (Moury et al, 2017).  

΢ε φηη αθνξά ηελ πξνζαξκνζηηθφηεηά ηνπ PVY ζην θπηφ μεληζηή πηπεξηά απφ άιια 

είδε ηεο νηθνγέλεηαο Solanaceae ε ακηλνμηθή αιιεινπρία ηεο ητθήο πξσηεΐλεο P3, 

δηαδξακάηηζε ζεκαληηθφ ξφιν, θαζψο απφ κεηαιιαγή ζην θσδηθφλην 131 ηεο P3, 

παξνπζηάζηεθε ηθαλφηεηα κφιπλζεο ηεο απνκφλσζεο Ν605 ηνπ PVY ζηε πηπεξηά. 

Αθφκα, ε κεηαιιαγή His131Tyr ηεο P3 παξνπζηάδεηαη ζε νκάδεο πξνζαξκνζκέλεο ζην 

θπηφ-μεληζηή πηπεξηά, ζε κία κεγάιε πνηθηιία πεξηνρψλ πξνειεχζεσο ησλ 

απνκνλψζεσλ, ελψ δελ παξαηεξήζεθε επξέσο ζε απνκνλψζεηο ησλ θπηψλ-μεληζηψλ 

ηεο παηάηαο θαη ηνπ θαπλνχ ησλ νκάδσλ Ο θαη Ν (Vassilakos et al, 2016). Δπίζεο, 

ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία laser ησλ απνκφλσζεσλ PVY-N θαη PVY-C1 πνπ έθεξαλ ην 

γνλίδην ζήκαλζεο ηεο πξάζηλεο θζνξίδνπζαο πξσηεΐλεο (Green Fluorescent Protein, 

GFP), έδεημε πεξηνξηζκφ ηνπ πξψηνπ (απνκφλσζε Ν) ζε κηθξφ αξηζκφ θπηηάξσλ ζηα 

θχιια πηπεξηάο φπνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ε κεραληθή κφιπλζε κε ηνλ ηφ, 

ππνδεηθλχνληαο κεησκέλε δπλαηφηεηα δηαθπηηαξηθήο κεηαθίλεζεο ή/θαη 

πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ απνκνλψζεσλ ηεο νκάδαο Ν ζηε πηπεξηά (Vassilakos et al., 

2016). Απφ ηα παξαπάλσ, θαη παξαθνινπζψληαο ηελ εμέιημε ηεο πεξηνρήο ηνπ ητθνχ 

γνληδηψκαηνο, απφ ηελ νπνία κεηαθξάδεηαη ε πξσηεΐλε P3, θαηά ηε θπινγέλεζε ηνπ 
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PVY, πξνθχπηεη σο ζπκπεξάζκαηα φηη ην θπηφ μεληζηήο πηπεξηά απνηειεί 

δεπηεξεχνληα μεληζηή γηα ηνλ PVY θαη, πσο ε πξνζαξκνγή ηνπ PVY ζηνλ 

ζπγθεθξηκέλν μεληζηή επηηειέζηεθε ζε έλα κεγάιν εχξνο αλεμαξηήησλ γεγνλφησλ  

(Vassilakos et al, 2016).  

 

1.9 Στϐχοσ τησ παροϑςασ εργαςύασ 
 

Η δεκηνπξγία κνξηαθψλ κνληέισλ αιιειεπίδξαζεο ησλ ηψλ κε ηα θχηηαξα-μεληζηέο 

ηνπο απνηειεί αθξνγσληαίν ιίζν ζηελ έξεπλα ηεο βηνινγίαο ζπζηεκάησλ,  θαζψο έηζη 

κπνξεί λα γίλεη αληηιεπηφο ν ηξφπνο κε ηνλ νπνίν νη ηνί ρεηξαγσγνχλ ηα θχηηαξα πξνο 

φθειφο ηνπο, ειέγρνληαο θαη δηαηαξάζζνληαο βαζηθά βηνζπλζεηηθά θαη κεηαβνιηθά 

κνλνπάηηα, ηα νπνία ζρεηίδνληαη ηππηθά κε ηελ εκθάληζε αζζέλεηαο (Navratil et al., 

2011, Gulbahce et al., 2012). Ωζηφζν κέρξη ζήκεξα, ζε αληίζεζε κε ηνπο 

αλζξψπηλνπο θαη ηνπο δσηθνχο ηνχο, ειάρηζηεο κειέηεο έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί γηα 

ηελ εχξεζε ησλ κνξηαθψλ αιιειεπηδξάζεσλ πνπ θαζνξίδνπλ ηελ 

πξνζαξκνζηηθφηεηα ησλ θπηηθψλ ηψλ ζηνλ μεληζηή ηνπο. Η θιηκαηηθή αιιαγή θαη ε 

παγθνζκηνπνίεζε ηνπ εκπνξίνπ έρνπλ απμήζεη ηελ επέθηαζε ή εηζαγσγή κε 

ελδεκηθψλ ηψλ ζε λέεο πεξηνρέο θαη ζπλεπψο, ε θαηαλφεζε ησλ κεραληζκψλ 

πξνζαξκνζηηθφηεηαο έρεη θαηαζηεί αθφκα πην επηηαθηηθή γηα ηελ εθηίκεζε ηεο 

δπλαηφηεηαο ησλ θπηηθψλ ηψλ λα κεηαπεδήζνπλ ζε λένπο μεληζηέο (host jump). Η 

γλψζε απηή ζα επηηξέςεη λα πξνβιεθζνχλ εγθαίξσο νη ζπλέπεηεο ηεο κφιπλζεο λέσλ 

μεληζηψλ απφ έλα ηφ, γηα ην θπηηθφ θεθάιαην ή ηελ νηθνινγία κηαο πεξηνρήο θαη λα 

ιεθζνχλ κέηξα αληηκεηψπηζεο. Δπηπιένλ, κε δεδνκέλν φηη ζεξαπεπηηθά κέηξα γηα ηηο 

ηνινγηθέο αζζέλεηεο ησλ θπηψλ δελ είλαη δηαζέζηκα, ν εληνπηζκφο ησλ θπηηθψλ 

πξσηετλψλ πνπ είλαη απαξαίηεηεο γηα ηηο παξαπάλσ αιιειεπηδξάζεηο θαη θαζνξίδνπλ 

αλ έλα θπηηθφ είδνο ζα απνηειέζεη μεληζηή γηα έλα ζπγθεθξηκέλν είδνο ή γέλνο 

θπηηθψλ ηψλ απνηειεί πξνυπφζεζε γηα ηελ αλάπηπμε θαηλνηφκσλ, θηιηθψλ πξνο ην 

πεξηβάιινλ ζηξαηεγηθψλ αληηκεηψπηζήο ηνπο. Ωζηφζν, κέρξη ζήκεξα, ειάρηζηα 

δεδνκέλα ππάξρνπλ γηα ηνπο παξάγνληεο πνπ θαζνξίδνπλ ηε δπλαηφηεηα ελφο 

θπηηθνχ ηνχ λα κεηαπεδήζεη θαη λα πξνζαξκνζηεί ζε έλα λέν μεληζηή. ΢ην ηνκέα 

απηφ ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ε πεξίπησζε ηνπ PVY. Απφ ηηο ηέζζεξηο 

θχξηεο θπινγελεηηθέο νκάδεο O, N, C1 θαη C2 ηνπ ηνχ, νη απνκνλψζεηο ηεο νκάδαο 

C1 κνιχλνπλ κε πνιιή κεγαιχηεξε ζπρλφηεηα δηαζπζηεκαηηθά ην θπηφ-μεληζηή 
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πηπεξηά (Capsicum annum) θαζηζηψληαο ην παζνζχζηεκα PVY-πηπεξηάο ηδαληθφ γηα 

ηε κειέηε ησλ παξαγφλησλ πνπ θαζνξίδνπλ ηε πξνζαξκνζηηθφηεηα ελφο θπηηθνχ ηνχ 

ζηνλ μεληζηή ηνπ. Σν ηειεπηαίν ηζρχεη ηδηαίηεξα ζε αληηπαξαβνιή κε ηελ νκάδα Ν, 

απνκνλψζεηο ηεο νπνίαο δελ έρνπλ βξεζεί ζηε πηπεξηά. Πξάγκαηη,  πξφζθαηα έρεη 

δεηρζεί φηη ε γνληδησκαηηθή πεξηνρή P3 ηνπ ηνχ ε νπνία εθηφο ηεο πξσηεΐλεο P3 

νδεγεί θαη ζηελ παξαγσγή ηεο πξσηεΐλεο P3N-PIPO, θαηέρεη θχξην ξφιν ζηε 

πξνζαξκνζηηθφηεηα ηνπ ηνχ ζηελ πηπεξηά (Vassilakos et al, 2016).  

 

Η εξγαζία απηή απνζθνπεί αθξηβψο ζηελ κειέηε θπηηθψλ πξσηετλψλ  πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζηηο παξαπάλσ αιιειεπηδξάζεηο θαη βαζίδεηαη ζην πξφζθαην 

εληνπηζκφ ηεο γνληδησκαηηθήο πεξηνρήο P3 ηνπ PVY  πνπ θαζφξηζε ηελ ηθαλφηεηα 

ηνπ λα πξνζαξκνζηεί ζηνλ μεληζηή πηπεξηά  απφ άιια θαιιηεξγνχκελα θπηηθά είδε  

ηεο  νηθνγέλεηαο Solanaceae (Vassilakos et al., 2016). Σν γεγνλφο φηη ε πξσηεΐλε 

PCaP1 αιιειεπηδξά κε ηελ πξσηεΐλε P3N-PIPO ησλ ηψλ ηνπ γέλνπο Potyvirus, 

θαζνξίδνληαο κε απηφ ηνλ ηξφπν ηελ δηαθπηηαξηθή κεηαθίλεζή ηνπο, ηε θαζηζηά 

ππνςήθηα σο έλαλ απφ ηνπο θπηηθνχο παξάγνληεο πνπ πηζαλφλ θαζνξίδνπλ ηε 

δπλαηφηεηα ηνπ PVY λα πξνζαξκνζηεί ζηε πηπεξηά. ΢ηελ παξνχζα εξγαζία, 

πξαγκαηνπνηήζεθε αλαγλψξηζε ηεο νξζφινγεο πξσηετλεο ηεο PCaP1 ζηε πηπεξηά, θαη 

ζηε ζπλέρεηα δηεξεπλήζεθε ν ξφινο ηεο ζηε δηαδηθαζία κφιπλζεο ηνπ PVY ζην 

ζπγθεθξηκέλν μεληζηή κε ρξήζε VIGS. Παξάιιεια γηα ηε πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε  ηνπ 

ξφινπ θάζε κίαο ησλ πξσηετλψλ P3 θαη P3N-PIPO ηνπ PVY ζηελ 

πξνζαξκνζηηθφηεηα ηνπ, δεκηνπξγήζεθε ζεκεηαθή κεηάιιαμε ζηε γνληδησκαηηθή 

πεξηνρή ηεο P3 ψζηε λα θαηαζηεί δπλαηή ε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο P3N-PIPO ζε 

εηεξφινγα ζπζηήκαηα έθθξαζεο κε ζθνπφ ηε πξαγκαηνπνίεζε πεηξακάησλ 

ζπκπιεξσκαηηθφηεηαο. 

Η παξνχζα εξγαζία πεξηιακβάλεη ζηάδηα κηαο επξχηεξεο έξεπλαο πνπ απνζθνπεί 

ζηελ αλαγλψξηζε ησλ θπηηθψλ παξαγφλησλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηελ πξνζαξκνγή ησλ 

ηψλ ηνπ γέλνπο Potyvirus ζε έλα λέν μεληζηή, κε ζθνπφ ηε κειινληηθή δεκηνπξγία 

θπηψλ  αλζεθηηθψλ ζηνπο ζπγθεθξηκέλνπο ηνχο. 
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Κεφϊλαιο 2.       

Υλικϊ και μϋθοδοι 
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2.1 Φυτικϐ υλικϐ και ιικϋσ απομονώςεισ 

 

Ωο θχξην θπηηθφ πιηθφ ζηε δηεμαγσγή ησλ πεηξακάησλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε πνηθηιία 

πηπεξηάο, Capsicum annuum cv. Yolo Wonder, θαζψο θαη νη πνηθηιίεο Doux des 

Landes θαη Phyo636 πνπ παξαρσξήζεθαλ απφ ην INRA PACA, Avignon, France (Dr 

B. Moury). Δπίζεο, ε N. benthamiana, ρξεζηκνπνηήζεθε ζαλ ζεηηθφο κάξηπξαο ησλ 

ητθψλ κνιχλζεσλ θαη ζαλ ν μεληζηήο δηαηήξεζεο θαη πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ ηψλ. 

Οη ηνί ήηαλ νη πιήξνπο κήθνπο κνιπζκαηηθνί θιψλνη ησλ απνκνλψζεσλ N605 θαη 

SON41 ηνπ PVY (ησλ νκάδσλ Ν θαη C1 αληίζηνηρα), ηφζν αγξίνπ ηχπνπ φζν θαη 

ηξνπνπνηεκέλνη ψζηε λα θέξνπλ ηε πξσηεΐλε ζήκαλζεο Green Fluorescence Protein 

(GFP) θαη παξαρσξήζεθαλ επίζεο απφ ην INRA PACA. Ο TRV-PpK20 είλαη κηα 

λεκαησκεηαδηδφκελε απνκφλσζε ηνπ ηνχ ηνπ θξνηαιίζκαηνο ηνπ θαπλνχ (Tobacco 

rattle virus, TRV), θαη έλαο κνιπζκαηηθφο cDNA θιψλνο ηνπ RNA2 παξαρσξήζεθε 

απφ ηνλ Γξ SA MacFarlane, (The James Hutton Institute, Scotland) (πιαζκίδην 

P0111). Μεηαγξαθήκαηα ηνπ RNA2 ηνπ TRV-PpK20 ζπληέζεθαλ in vitro 

ρξεζηκνπνηψληαο αληηδξαζηήξηα ηνπ εκπνξίνπ (Ambion) φπσο πεξηγξάθεθε απφ ηνπο  

Vassilakos et al. (2001) (βιέπε παξαθάησ). ΢ηε ζπλέρεηα, ηα κεηαγξαθήκαηα ηνπ 

RNA2 πνπ πξνήιζαλ απφ ην πιαζκίδην Ρ0111 αλακείρζεθαλ κε NM RNA ηνπ TRV-

PpK20 (TRV-RNA1 κφλν), (Harrison et al. ,1983). Με ην κείγκα ησλ παξαπάλσ 

RNAs κνιχλζεθαλ θπηά N. benthamiana θαη 7 εκέξεο αξγφηεξα ηα κνιπζκέλα πιένλ 

θπηά ζπιιέρζεθαλ, νκνγελνπνηήζεθαλ θαη θαηαςχρζεθαλ ζε δφζεηο ηνπ 1,5 ml νη 

νπνίεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο κφιπζκα γηα κεραληθέο κνιχλζεηο. Ο TRV 

ρξεζηκνπνηήζεθε σο εηεξφινγνο ητθφο θνξέαο έθθξαζεο γηα VIGS κε αληηθαηάζηαζε 

ηνπ gfp γνληδίνπ πνπ έθεξε απφ αιιεινπρίεο ηνπ ελδηαθέξνληφο καο χζηεξα απφ 

πέςε κε πεξηνξηζηηθά έλδπκα θαη επαλαθισλνπνίεζε (βιέπε παξαθάησ).  
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2.2 Μηχανικϋσ μολϑνςεισ και ςυνθόκεσ 

ανϊπτυξησ των φυτών 

 

Υξεζηκνπνηήζεθε νκνγελνπνηεκέλνο ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα θπηηθφο ηζηφο θχιισλ 

N.  benthamiana κνιπζκέλσλ κε ηνλ θαηάιιειν γηα ην θάζε πείξακα ηφ. Γηα ηελ 

απνηειεζκαηηθφηεξε κφιπλζε ρξεζηκνπνηήζεθε, καδί κε ην κφιπζκα, απνμεζηηθφ 

νξπθηφ πιηθφ ζε κνξθή πνχδξαο (carborundum) ψζηε λα πξνθιεζνχλ κηθξνπιεγέο 

ζην θπηηθφ ηζηφ θαη λα εηζέιζεη επθνιφηεξα ν ηφο ζηα θπηηθά θχηηαξα (Costa and 

Franko, 1950). Οη κνιχλζεηο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηηο θνηπιεδφλεο θαη ζηα δχν 

πξψηα πξαγκαηηθά θχιια ησλ θπηψλ. Μεηά απφ δχν πεξίπνπ ιεπηά ηα θχιια 

μεπιχζεθαλ κε λεξφ. Η νκνγελνπνίεζε ηνπ θπηηθνχ ηζηνχ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα κε ζχζηαζε: 

 

Na3PO4 · 12H2O, 0,57 g 

Dieca* 0,1 g 

Type 1 Ultrapure water (H20)  50 ml 

 

*δηαηζπινδηζεηνθαξβακηθν νμχ 

Σα θπηά αλαπηχρζεθαλ ζε εληνκνζηεγέο ζεξκνθήπην κε ζπκπιεξσκαηηθφ θσηηζκφ 

γηα λα επηηεπρζεί θσηνπεξίνδνο 16/8 ψξεο εκέξα / ζθφηνο θαη κε ζεξκνθξαζίεο πνπ 

θπκαίλνληαλ κεηαμχ 21 θαη 27 
o
C. 

 

2.3 Έλεγχοσ των ιώκών μολϑνςεων  
 

Ο έιεγρνο θαη ε εμέιημε ησλ ητθψλ κνιχλζεσλ πξαγκαηνπνηήζεθε α) κε παξαηήξεζε 

ηεο εκθάληζεο ζπκπησκάησλ, β) παξαηήξεζε ηεο παξνπζίαο ηνπ ηνχ εληφο ηνπ 

θπηνχ, κε ρξήζε ιπρλίαο ππέξπζξεο αθηηλνβνιίαο (Ultra Violet, UVP) ζηηο 

πεξηπηψζεηο πνπ νη ητθέο απνκνλψζεηο έθεξαλ ζήκαλζε κε GFP θαη γ) κε ηε ρξήζε 

ηεο αλνζνινγηθήο κεζφδνπ DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich – Enzyme –

Linked Immunosorbent Assay) (Clark and Adams, 1977).  
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H DAS-ELISA πξαγκαηνπνηήζεθε κε εκπνξηθά ζθεπάζκαηα ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο 

ηνπ θαηαζθεπαζηή (Loewe Biochemica GmbH). Θεηηθά ζεσξήζεθαλ δείγκαηα ησλ 

νπνίσλ ε ηηκή ηεο νπηηθήο απνξξφθεζεο A405, ήηαλ κεγαιχηεξε ηνπ δηπιάζηνπ ηνπ 

κέζνπ φξνπ ηεο απνξξφθεζεο  ησλ αξλεηηθψλ καξηχξσλ. Η κέζνδνο 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε δχν εκέξεο. Σελ πξψηε εκέξα νη θπςειίδεο ηεο πιάθαο 

θαιχπηνληαη κε 100κl/θπςειίδα απφ αληηζψκα IgG ζε ζπγθέληξσζε ζχκθσλα κε ηηο 

νδεγίεο ηεο εηαηξείαο, γηα ηνλ ζπγθεθξηκέλν θάζε θνξά ηφ, ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

επηθάιπςεο (coating buffer)
1
 θαη αθνινπζεί επψαζε ζηνπο 37°C γηα 3 ψξεο. Ακέζσο 

κεηά, ε πιάθα μεπιέλεηαη ηξεηο θνξέο απφ 5′ ηε θνξά, κε δηάιπκα PBS-Tween
2
. 

Καηφπηλ, πξνζηίζεληαη ζε θάζε θπςειίδα 100κl απφ ην κίγκα ηνπ αληηγφλνπ ην νπνίν 

απνηεινχηαλ απφ θπιιηθφ ηζηφ ν νπνίνο νκνγελνπνηήζεθε κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

εμαγσγήο ηνπ δείγκαηνο (sample buffer)
3
 ζε αλαινγία 1:10 w/v. Η πιάθα 

ηνπνζεηήζεθε ζηνπο 4°C θαη επσάζηεθε γηα φιε ηε λχρηα. 

Σελ επφκελε εκέξα ε πιάθα μεπιέλεηαη ηξεηο θνξέο απφ 5′ ηε θνξά κε δηάιπκα PBS-

Tween. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεληαη ζε θάζε θπςειίδα απφ 100κl ζπδεχγκαηνο 

αληηζψκαηνο-αιθαιηθήο θσζθαηάζεο (IgG-alkaline phosphatase conjugate) ζε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα εμαγσγήο θαη ε πιάθα επσάδεηαη ζηνπο 37°C γηα ηξείο ψξεο (ζε 

ζπγθέληξσζε πνπ νξίδεη ε παξαζθεπάζηξηα εηαηξεία). Μεηά απφ μέπιπκα, 

πξνζηίζεληαη 200 κl ππoζηξψκαηνο ηεο αιθαιηθήο θσζθαηάζεο PNPP (1 mg/ml ζε 

δηάιπκα ππνζηξψκαηνο
4
 θαη ε πιάθα αθήλεηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 

πεξίπνπ 1 ψξα. 

Η απνξξφθεζε κεηξήζεθε ζε θσηφκεηξν BIO-RAD iMark™ Microplate Reader ζηα 

405nm. 
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Δηθφλα 2.1 ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε αξρήο κεζφδνπ DAS-ELISA. 

1coating buffer: 1,59 g/L Na2CO3, 2,93 g/L NaHCO3 ςε ddH2O (τελικό pH=9.6) 

2
 PBS-tween: 8 g /L NaCl, 0,2 g/L KCl, 2,9 g/L Na2HPO4 x 12 H2O,, 0,2 g/L KH2PO4, 0,5 ml/L Tween    

20 ζε type 3 H2O (pH=7,2-7,4) 

3
sample buffer: 20 g/L polyvinyl pyrrolidone, 2g/L bovine serum albumin, 0,1 g/L NaN3 (pH=7,4) 

4
substrate buffer: 97 ml/L diethanolamine, 0,2 g/L MgCl x 6 H2O (pH=9,8) 

 

2.4 Εξαγωγό ολικοϑ φυτικοϑ RNA 

 

Η εμαγσγή θπηηθνχ νιηθνχ RNA πξαγκαηνπνηήζεθε κε ρξήζε αληηδξαζηεξίνπ TRI 

(Ambion) αθνινπζψληαο ηηο νδεγίεο ηεο εηαηξείαο. ΢πγθεθξηκέλα, 50-100 mg 

θπιιηθνχ ηζηνχ κε ηε κνξθή κηθξψλ δίζθσλ ηνπνζεηήζεθαλ ζε κηθξνζσιελίζθνπο 

1.5 ml (Eppendorf) θαη θαηαςχρζεθαλ ζε πγξφ άδσην. Αθνινχζεζε νκνγελνπνίεζε 

ζε ιεπηή ζθφλε ησλ δεηγκάησλ κε ξαβδάθηα νκνγελνπνίεζεο, πξνζζήθε 1 ml TRI ζε 

θάζε δείγκα θαη έληνλε αλάδεπζε γηα 1 min. Σα δείγκαηα αθέζεθαλ 5 min ζε εξεκία 

(ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ) θαη ζηε ζπλέρεηα θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 11.000 

ζηξνθέο/min (rpm) ζηνπο 4
o
C, γηα 15 min. To ππεξθείκελo κεηαθέξζεθε ζε λένπο 
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κηθξνζσιελίζθνπο, θαη πξνζηέζεθαλ 200 κl ρισξνθνξκίνπ. Έγηλε αλάκεημε θαη ηα 

δείγκαηα αθέζεθαλ 15 min ζε εξεκία (ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ) θαη ζηε ζπλέρεηα 

θπγνθεληξήζεθαλ. Η ππεξθείκελε πδαηηθή θάζε κεηαθέξζεθε ζε λένπο 

κηθξνζσιελίζθνπο, πξνζηέζεθε ίζνο ζπλνιηθά φγθνο θαηλφιεο/ρισξνθφξκηνπ (1:1) 

θαη αθνινχζεζε αλάδεπζε.  Μεηά απφ 5-10 min εξεκίαο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, 

αθνινχζεζε λέα θπγνθέληξεζε θαη κεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ ζε λένπο 

κηθξνζσιελίζθνπο. 

 

΢ηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθαλ 500 κl ηζνπξνπαλφιεο θαη ήπηα αλάδεπζε γηα 15 sec. 

Ύζηεξα απφ 10 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ έγηλε λέα θπγνθέληξεζε, 

απνκάθξπλζε ηνπ δηαιχκαηνο θαη μέπιπκα ηνπ θαηαθξεκληζκέλνπ RNA ζε 1 ml 75% 

παγσκέλεο αηζαλφιεο. Αθνινχζεζε λέα θπγνθέληξεζε, απνκάθξπλζε ηεο αηζαλφιεο 

θαη αλακνλή κέρξη λα εμαηκηζηεί πιήξσο, θαη αλαδηάιπζε ηνπ θαηαθξεκληζκέλνπ 

RNA  ζε 20 κl ππεξθάζαξνπ  λεξνχ (Type 1 Ultrapure water; Direct-Q 3 UV Water 

Purification System, Merck). Η πνζφηεηα ηνπ RNA πξνζδηνξίζζεθε κε 

ζπεθηξνθσηφκεηξν πνιχ κηθξψλ φγθσλ IMPLEN P330 ζε κήθνο θχκαηνο 260 nm 

θαη ε θαζαξφηεηα ηνπ κε κέηξεζε ηεο απνξξφθεζεο ζηα 280 nm. Σα δείγκαηα 

απνζεθεχηεθαλ κέρξη ηε ρξήζε ηνπο ζηνπο – 30 
ν
C ή – 80 

ν
C.  

 

2.5 Πϋψη με DNase 

 

Μεηά ηελ εμαγσγή ησλ RNA κε TRI, γηα φζα δείγκαηα πξννξίδνληαλ λα αλαιπζνχλ 

κε RT-qPCR πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε κε DNase (Promega) ψζηε λα απνκαθξπλζνχλ 

ππνιείκκαηα νιηθνχ θπηηθνχ DNA. Γεληθά, έγηλε πέςε κε κία κνλάδα (1 unit) 

ελδχκνπ αλά mg RNA. Η θάζε αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε  ζπλνιηθφ φγθν 100 

κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο 40 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM MgSO4, 1 mM CaCl2 

θαη κε 6 κl DNase (1 unit/κl) γηα πέςε πεξίπνπ 6 mg RNA. Η επψαζε έγηλε ζηνπο 

37
ν
C γηα 15 min, θαη ε απνκάθξπλζε ηεο DNase πξαγκαηνπνηήζεθε κε εθρχιηζε κε 

ίζν φγθν θαηλφιεο/ρισξνθφξκηνπ (1:1) πνπ αθνινπζήζεθε κε θαηαθξήκληζε ηνπ 

RNA κε πξνζζήθε 2.5 φγθσλ (ζε ζρέζε κε ην αξρηθφ δηάιπκα) 100% παγσκέλεο 

απφιπηεο αηζαλφιεο θαη 1/10 ηνπ φγθνπ 3M NaOAC (pH 5,2).  
 

Σν δηάιπκα ηνπνζεηήζεθε ζηνπο -80 
ν
C γηα 1 ψξα θαη ζηε ζπλέρεηα θπγνθεληξήζεθε 

γηα 20 min. Απνκαθξχλζεθε ην ππεξθείκελν θαη ην θαηαθξεκληζκέλν RNA  
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μεπιχζεθε κε 70% παγσκέλεο αηζαλφιεο θαη έγηλε λέα θπγνθέληξεζε. Μεηά ηελ 

απνκάθξπλζε ηεο αηζαλφιεο θαη αλακνλή κέρξη λα εμαηκηζηεί πιήξσο έγηλε 

αλαδηάιπζε ηνπ θαηαθξεκληζκέλνπ RNA  ζε 5-10 κl ππεξθάζαξνπ λεξνχ. Η 

πνζφηεηα ηνπ RNA πξνζδηνξίζζεθε μαλά ζε ζπεθηξνθσηφκεηξν φπσο πεξηγξάθζεθε 

πξνεγνπκέλσο θαη ηα RNA απνζεθεχηεθαλ κέρξη ηε ρξήζε ηνπο ζηνπο  -80 
ν
C.  

 

2.6 Αντύςτροφη μεταγραφό 
 

Η αληίζηξνθε κεηαγξαθή (Reverse Transcription, RT) έρεη σο ζθνπφ λα ζπλζέζεη 

εμεηδηθεπκέλα απφ ην RNA ζηφρν, ζπκπιεξσκαηηθφ DNA (cDNA) ψζηε ζηε 

ζπλέρεηα θαζνξηζκέλν ηκήκα ηνπ λα πνιιαπιαζηαζηεί κε ηε κέζνδν ηεο PCR. Σν 

έλδπκν, ην νπνίν ρξεζηκνπνηείηαη ζε απηή ηε δηαδηθαζία, νλνκάδεηαη αληίζηξνθε 

κεηαγξαθάζε. Η πξψηε θνξά, πνπ απνκνλψζεθε ην ζπγθεθξηκέλν έλδπκν, ήηαλ ην 

έηνο 1970 απφ ξεηξνηνχο, ελψ έθηνηε απνηειεί ζεκαληηθφ εξγαιείν γηα ηε κνξηαθή 

βηνινγία. Η αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε είλαη κία RNA-εμαξηψκελε DNA 

πνιπκεξάζε, ε νπνία ρξεζηκνπνηεί RNA σο ‘’θαινχπη’’ γηα ηε ζχλζεζε ηεο 

ζπκπιεξσκαηηθήο σο πξνο ζε απηφ, DNA αιπζίδαο.  

Η  RT πξαγκαηνπνηήζεθε ζε δχν ζηάδηα, νπζηαζηηθά ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηεο 

πξνκεζεχηξηαο εηαηξείαο ηνπ ελδχκνπ (SuperScript™ II, INVITROGEN
TM

).  
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Πίλαθαο 2.1: Πξσηφθνιιν αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο  

Σηάδιο 1
ο
: 

Απνδηάηαμε νιηθνχ 

RNA θαη πβξηδηζκφο 

εθθηλεηψλ 

Πξνζζήθε ζε Eppendorf  0,1 

- 0,5 κg νιηθνχ RNA θαη 2 

pmole εηδηθνχ γηα ην γνλίδην 

PCaP1 εθθηλεηή
1
 ή κείγκα 

OligoDT
2
 (ηειηθήο 

ζπγθέληξσζεο 5 κΜ), ζε type 

1 H20 κε ηειηθφ φγθν 12 κl. 

Αλάδεπζε θαη επψαζε 

κείγκαηνο ζηνπο 65 
o
C γηα 

5 min 

Σηάδιο 2
ο
: 

RNA-εμαξηψκελε 

ελίζρπζε ηνπ DNA 

Πξνζζήθε 5 κl 5 x FS 

buffer
3
, 2 κl 0,1 Μ DTT

4
, 0,4 

κl dNTP’s
5
, 1 κl 

RNaseOUT™ (40 units/κL)
6
 

θαη 1 κl SuperScript™ II (200 

units). Σειηθφ φγθνο 

αληίδξαζεο  20 κl. 

Αλάδεπζε θαη επψαζε 

δείγκαηνο ζηνπο 42
o
C γηα 

50 min (ζηελ πεξίπησζε 

ησλ εθθηλεηψλ OligoDT) 

ή ζηνπο 50
o
C γηα 50 min 

(ζηελ πεξίπησζε ηνπ 

εθθηλεηή ηνπ γνληδίνπ 

PCaP1) 

Σηάδιο 3
ο
: 

Απνζήθεπζε 

Πξνζζήθε 80 ml Type 1 

H2O. 

Απνζήθεπζε κείγκαηνο 

ζηνπο -20
o
C 

 

1
Δθθηλεηήο εηδηθφο γηα ην γνλίδην PCaP1: Pcap1Ca1REV:CTAAGCCTTTGATGGTGCTGGT 

2
Σν κείγκα ησλ εθθηλεηψλ OligoDT απνηειείηαη απφ ηνπο εθθηλεηέο OligoDT16, OligoDT18 θαη 

OligoDT20, ηα νπνία απνηεινχληαη απφ 16,18 θαη 20 κφξηα ζπκίλεο αληίζηνηρα θαη πβξηδίδνληαη ζηελ 

πνιχ-Α πεξηνρή ησλ mRNA. 

3
5x First-Strand buffer (250 mMTris-HCl, pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2) 

4
Γηζεηνζξετηφιε: ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ζηαζεξνπνίεζε ελδχκσλ θαη άιισλ πξσηετλψλ, πνπ πεξηέρνπλ 

ζνπιθπδξπινκάδεο. 

5
Σν κείγκα dNTP’s απνηειείηαη απφ dATP, dCTP, dGTP θαη dTTP, ηα νπνία ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ  

ελίζρπζε ηνπ DNA πξντφληνο 

6
RNaseOUT™ έρεη ηε ιεηηνπξγία αλαζηνιέα RNAαζεο, δειαδή κπνξεί θαη ζπλδέεηαη κε ηελ 

RNAαζε θαη λα παξεκπνδίδεη ηε ιεηηνπξγία ηεο. 
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2.7 Αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ 

(Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 

Η αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο, ε νπνία αλαπηχρζεθε πξψηε θφξα απφ ηνλ 

Kary Mullis ην έηνο 1983 (Mullis et. Al, 1986), είλαη κία κέζνδνο πνιιαπιαζηαζκνχ 

ελφο ή κεξηθψλ αληηγξάθσλ ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίαο DNA ζε ρηιηάδεο ή 

εθαηνκκχξηα αληίγξαθα. Σν έλδπκν ην νπνίν ρξεζηκνπνηείηαη ζηε ζπγθεθξηκέλε 

κέζνδν είλαη κία DNA πνιπκεξάζε, ε νπνία απνκνλψζεθε πξψηε θνξά απφ ην 

κηθξννξγαληζκφ Thermus aquaticus. ΢ε θάζε PCR ρξεζηκνπνηείηαη έλα ζπγθεθξηκέλν 

δεπγάξη εθθηλεηψλ γηα ηελ ελίζρπζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ ελδηαθέξνληνο καο. Οη 

εθθηλεηέο είλαη νιηγνλνπθιενηίδηα, ζπλήζσο 17 – 30 δεχγε βάζεσλ, ζπκπιεξσκαηηθά 

πξνο ην 3΄θαη 5΄ άθξν ηεο αιιεινπρίαο πνπ εληζρχεηαη. Έλα γεληθφ πξσηφθνιιν ηεο 

κεζφδνπ PCR κπνξεί λα πεξηγξαθεί ζε 4 ζηάδηα (Πίλαθαο 2.2). 

 

Πίλαθαο 2.2: Γεληθφ πξσηφθνιιν PCR 

Σηάδιο 1
ο
: Αξρηθή απνδηάηαμε ηνπDNA εθκαγείνπ ζηνπο 94 

o
C γηα 2 min 

Σηάδιο 2
ο
: 

(25 – 40 

θχθινη) 

 Απνδηάηαμε ηνπ DNA εθκαγείνπ ζηνπο 94 
o
C γηα 30 sec 

 Τβξηδηζκφο ησλ εθθηλεηψλ ζηηο ζπκπιεξσκαηηθέο ηνπο 

αιιεινπρίεο γηα 30 sec
1
 

 Δλίζρπζε ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο ηεο PCR
2
 

Σηάδιο 3
ο
: Σειηθή επέθηαζε ηνπ πξντφληνο γηα 5 – 10 min 

Σηάδιο 4
ο
: Απνζήθεπζε ηνπ εληζρπκέλνπ DNA ηκήκαηνο ζηνπο -20 

o
C 

 

1
Η ζεξκνθξαζία πξνζαξκνγήο ησλ εθθηλεηψλ ζηηο ζπκπιεξσκαηηθέο ηνπο αιπζίδεο εμαξηάηαη απφ ηε 

ζεξκνθξαζία ηήμεο ησλ εθθηλεηψλ (melting temperature, Tm).
 

2
Η ζεξκνθξαζία ηεο ελίζρπζεο ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο εμαξηάηαη απφ ηελ πνιπκεξάζε, ε νπνία 

ρξεζηκνπνηείηαη ζε θάζε PCR, ελψ ν ρξφλνο επηκήθπλζεο εμαξηάηαη απφ ην κέγεζνο ηνπ PCR 

πξντφληνο. ΢πλήζσο, 1 min είλαη αξθεηφ γηα ηελ αληηγξαθή 1000 δεπγψλ βάζεσλ. 
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2.7.1.Ενύςχυςη τησ πλόρουσ αλληλουχύασ του γονιδύου 

PCaP1  
 

΢πζηαηηθά κείγκαηνο αληίδξαζεο Σειηθή ζπγθέληξσζε 

10 X PCR buffer(δελ πεξηέρεη Mg) 1Υ (2.5 κl) 

50 mM MgCl2 1,25 nM 

cDNA <250 ng 

Μείγκα dNTP’s 0,2 mM 

20 κΜ  (forward) εθθηλεηήο 0.5 κM 

20 κΜ  (reverse) εθθηλεηήο 0.5 κM 

Taq DNA πνιπκεξάζε (INVITROGEN) 

5 units/κl 

1,25 units 

Type 1 H2O κέρξη 25 κl (ηειηθφο φγθνο 

αληίδξαζεο) 

 

Πξφγξακκα: 

Σηάδιο 1
ο
 94 

o
C γηα 3 min 

Σηάδιο 2
ο
 

(3 θχθινη) 

92 
o
C γηα 20 sec 

45 
o
C γηα 20 sec 

72 
o
C γηα  90 sec 

Σηάδιο 3
ο
 

(40 θχθινη) 

92 
o
C γηα 20 sec 

58 
o
C γηα 30 sec 

72 
o
C γηα 90 sec 

Σηάδιο 4
ο
 72 

o
C γηα 5 min 

Σηάδιο 5
ο
 4 

o
C 

 

Δθθηλεηέο: 

Pcap1Ca1FOR: 5’ATGGGATACTGGAAAGCAAAAGT-3’ 

Pcap1Ca1REV: 5’CTAAGCCTTTGATGGTGCTGGT-3’ 
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2.7.2. Ενύςχυςη τμόματοσ τησ αλληλουχύασ του γονιδύου 

PCaP1 για χρόςη VIGS  και των περιοχών που αντιςτοιχοϑν 

ςτισ  πρωτεϏνεσ CP και P3 του PVY-SON41 για την 

ετερϐλογη ϋκφραςό τουσ μϋςω ιώκοϑ φορϋα  
 

΢πζηαηηθά κείγκαηνο αληίδξαζεο Σειηθή ζπγθέληξσζε 

10 X  Pfx Amplification Buffer 1Υ (5 κl) 

50 mM MgSO4 1 mM 

cDNA <250 ng 

Μείγκα dNTP’s 0,3 mM 

20 κΜ  (forward) εθθηλεηήο 0.3 κM 

20 κΜ  (reverse) εθθηλεηήο 0.3 κM 

Platinum™ Pfx DNA proofreading  

πνιπκεξάζε (INVITROGEN) 

1unit 

Type 1 H2O κέρξη 50 κl (ηειηθφο φγθνο 

αληίδξαζεο) 

 

 

Πξφγξακκα: 

Σηάδιο 1
ο
 94 

o
C γηα 3 min 

Σηάδιο 2
ο
 

(35θχθινη) 

94 
o
Cγηα 15sec 

58 
o
Cγηα 30 sec 

68 
o
C γηα 1 min 

Σηάδιο 3
ο
 68 

o
C γηα 5 min 

Σηάδιο 4
ο
 4

o
C 

 

Δθθηλεηέο: 

 Γηα ην γνλίδην pcpa1: 

Pcap1NcoIFOR: 5ACGCCATGGTTCCTTGATGAGCTTGTCAA-3’ 

        NcoI 

Pcap1KpnIREV: 5CCGGTACCTGCTGCTTCAACAACTATGT-3’ 

                           KpnI 
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 Γηα ην γνλίδην ηεο ητθήο πξσηεΐλεο CP: 

CPFW: 5CGGCCATGGGCAAATGATACAATTGATGCTG-3’ 

               NcoI 

CPREV: 5CCGGTACCTTACATGTTCTTGACTCCAAGTAG-3’ 

                         KpnI 

 

 Γηα ην γνλίδην ηεο ητθήο πξσηεΐλεο P3: 

 

SON41P3BamHI-FW:  5CGCGGATCCATGGGTGTTCCTAATGCATGCCCT-3’ 

                                      BamHI 

SON41P3REV:5CCGGTACCTTACTGGTGTCGCACTTCATGTTCT-3’ 

                                    KpnI 

 

 

2.8 PCR αλληλοεπικαλυπτϐμενησ επϋκταςησ 

(Overlap extension PCR, OE-PCR)  
 

H ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο αλαπηχρζεθε απφ ηνπο Higuchi et al. ην 1988. Όπσο θαη 

ζηηο πεξηζζφηεξεο αληηδξάζεηο PCR, δχν εθθηλεηέο απαηηνχληαη γηα ηελ θάζε 

αθνινπζία. Γηα ηελ πξνζζήθε κίαο ζεκεηαθήο κεηαιιαγήο, ζρεδηάδνληαη δχν δεχγε 

εθθηλεηψλ, φπνπ ν 5΄εθθηλεηήο ηνπ ελφο δεχγνπο θέξεη ηε ζεκεηαθή κεηαιιαγή θαη 

είλαη ζπκπιεξσκαηηθφο ηνπ 3΄ εθθηλεηή ηνπ δεχηεξνπ δεχγνπο. Υξεζηκνπνηψληαο σο 

εθκαγείν ηελ ίδηα αιιεινπρία DNA, γηα θάζε δεχγνο εθθηλεηψλ γίλεηαη κία 

αληίδξαζε PCR. Σα πξντφληα ησλ αληηδξάζεσλ πνπ πξνθχπηνπλ απνηεινχλ ην DNA 

εθκαγείν ζε κία ηξίηε αληίδξαζε PCR, ε νπνία έρεη ηνπο εθθηλεηέο ηεο ζπλνιηθήο 

αιιεινπρίαο DNA. 

Γηα ηελ δεκηνπξγία ζεκεηαθήο κεηαιιαγήο (πξνζζήθε ελφο κνξίνπ αδελίλεο) ζην 

ζπληεξεκέλν GA7 κνηίβν ηεο ητθήο πξσηεΐλεο P3N-PIPO ηνπ ηνχ PVY εθαξκφζηεθε 

ε παξαπάλσ κέζνδνο κε ρξήζε ηεο Platinum™ Pfx DNA πνιπκεξάζεο 

(INVITROGEN™). 
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Πξφγξακκα 1
εο

 θαη 2
εο

 αληίδξαζεο PCR: 

Σηάδιο 1
ο
 94 

o
C γηα 2 min 

Σηάδιο 2
ο
 

(35θχθινη) 

94 
o
C γηα 15sec 

58 
o
C γηα 30 sec 

68 
o
C γηα 1 min 

Σηάδιο 3
ο
 68 

o
C γηα 5 min 

Σηάδιο 4
ο
 4

o
C 

 

Δθθηλεηέο: 

 Γηα ηε 1
ε
 αληίδξαζε PCR: 

SON41P3BamHI-FW:  5CGCGGATCCATGGGTGTTCCTAATGCATGCCCT-3’ 

                                      BamHI 

PIPOFUS-REV
1
: 5ATCTAGATAATTTTTTTTCCATAATCTGTA-3’ 

 Γηα ηε 2
ε
 αληίδξαζε PCR: 

PIPOFUS-FW
1
: 5TACAGATTATGGAAAAAAAATTATCTAGAT-3’ 

SONP3-PIPOREV: 5CCGGTACCTCACTCAAACCTGAAGTAGTGT-3’ 

                                            KpnI 

 

Πξφγξακκα 3
εο

 αληίδξαζεο PCR
2
: 

Σηάδιο 1
ο
 94 

o
C γηα 2 min 

Σηάδιο 2
ο
 

(5θχθινη) 

94 
o
C γηα 15sec 

50 
o
C γηα 20sec 

68 
o
C γηα 1,5 min 

Σηάδιο 3
ο
 

(35 θχθινη) 

 

94 
o
C γηα 15 sec 

50 
o
C γηα 30 sec 

68 
o
C γηα 1,5 min 

Σηάδιο 4
ο
 4

o
C 
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Δθθηλεηέο: 

SON41P3BamHI-FW:  5CGCGGATCCATGGGTGTTCCTAATGCATGCCCT-3’ 

                                     BamHI 

SONP3-PIPOREV: 5CCGGTACCTCACTCAAACCTGAAGTAGTGT-3’ 

                                            KpnI 

1
Η ζεκεηαθή κεηαιιαγή δηαγξάθεηαη κε θφθθηλν. 

2
 Σν DNA πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο εθκαγείν, ήηαλ ηα πξντφληα ησλ δχν πξψησλ αληηδξάζεσλ PCR. 

Οη εθθηλεηέο ηεο αληίδξαζεο πξνζηέζεθαλ ζην 2
ν
 ζηάδην. 

 

2.9 Ηλεκτροφϐρηςη DNA 

 

Σα δείγκαηα ηνπ DNA αλακείρζεθαλ (1:5) κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα πνπ πεξηείρε 

0.25% (w/v) bromophenol blue θαη 30 % γιπθεξίλε θαη ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε 1-

1,2% πήγκα αγαξφδεο παξαζθεπαζκέλν ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα TAE1
. ΢ην πήγκα είρε 

πξνζηεζεί πνζφηεηα 0,5-1 mg/ml δηαιχκαηνο βξσκηνχρνπ αηζίδηνπ (ethidium 

bromide) ψζηε λα είλαη νξαηφ ην DNA θάησ απφ έθζεζε ζε ππεξηψδε αθηηλνβνιία 

(Ultra Violet, UV).  
 

Σν κέγεζνο ζε αξηζκφ δεπγψλ βάζεσλ ηνπ DNA εθηηκήζεθε απφ ηε ζχγθξηζε ηνπ κε 

ηε θιίκαθα θαζνξηζκέλνπ αξηζκνχ δεπγψλ βάζεσλ ηκεκάησλ DNA πνπ 

ειεθηξνθνξείηαη ηαπηφρξνλα (1 kb Ladder).   

 

1
Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα 50Υ ΣΑΔ:  

 242 g Tris-base,  

 57.1 ml Glacial Acetic Acid,  

 100 mL EDTA (0.5 M, pH 8),  

 dH2O γηα ηειηθφ φγθν δηαιχκαηνο 1 L 
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2.10 Ποςοτικό-πραγματικοϑ χρϐνου αλυςιδωτό 

αντύδραςη πολυμερϊςησ (quantitative-real time 

PCR, qPCR) 

 

Η εκθάληζε ηεο κεζφδνπ ηεο πνζνηηθήο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο 

(quantitative polymerase chain reaction, qPCR) ή PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ  (real 

time PCR) ζπλδπαζκέλεο κε ηε κέζνδν ηεο αληίζηξνθεο  κεηαγξαθήο (reverse 

transcription, RT) έρεη δξακαηηθά αιιάμεη ηνλ ηνκέα ηεο κέηξεζεο ηεο γνληδηαθήο 

έθθξαζεο.  

Η qPCR είλαη ε ηερληθή ηεο ζπιινγήο δεδνκέλσλ θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο PCR φπσο 

απηή ιακβάλεη ρψξα θαη ζπλεπψο ζπλδπάδεη ελίζρπζε θαη αλίρλεπζε κέζα απφ έλα 

κνλφ βήκα. Απηφ πξαγκαηνπνηείηαη ρξεζηκνπνηψληαο κηα πνηθηιία απφ δηαθνξεηηθέο 

θζνξίδνπζεο ρεκηθέο νπζίεο πνπ ζπζρεηίδνπλ ηελ ζπγθέληξσζε ηνπ πξντφληνο  ηεο 

PCR θαη ηελ έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ. Οη αληηδξάζεηο ραξαθηεξίδνληαη απφ ην ρξνληθφ 

ζεκείν (ή θχθιν ηεο PCR) θαηά ην νπνίν ν ζηφρνο ηεο ελίζρπζεο πξσηναληρλεχεηαη. 

Απηφ ην κέγεζνο ζπλήζσο αλαθέξεηαη σο θαηψηαην φξην (ή θαηψθιη) θχθινπ (cycle 

threshold, Ct), θαη αληηζηνηρεί ζηε ζηηγκή πνπ ε έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ γίλεηαη 

κεγαιχηεξε απφ απηή ηνπ πεξηβάιινληνο ηεο αληίδξαζεο ή ηνπ ππνβάζξνπ 

(background fluorescence). ΢πλεπψο, φζν είλαη κεγαιχηεξε ε πνζφηεηα ηνπ DNA 

ζηφρνπ ζην αξρηθφ πιηθφ, ηφζν γξεγνξφηεξα κηα ζεκαληηθή αχμεζε ζην θζνξίδνλ 

ζήκα ζα εκθαληζηεί, παξάγνληαο έλα ρακειφηεξν Ct.  

Η PCR κπνξεί λα ρσξηζηεί ζε ηέζζεξεηο θπξίσο θάζεηο: ηελ επίπεδε γξακκηθή θάζε, 

ηε πξψηκε εθζεηηθή, ηε ινγαξηζκηθή (γλσζηή θαη σο εθζεηηθή) θαη ηε θάζε 

θνξεζκνχ. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο επίπεδεο γξακκηθήο θάζεο (ζπλήζσο ζηνπο 10-15 

πξψηνπο θχθινπο) ε PCR κφιηο μεθηλάεη θαη ν θζνξηζκφο ζε θάζε θχθιν δελ έρεη 

αθφκα απμεζεί πάλσ απφ ην ππφβαζξν. Η βαζηθή γξακκή ηνπ θζνξηζκνχ 

ππνινγίδεηαη ηε ζηηγκή απηή. ΢ηελ πξψηκε εθζεηηθή θάζε, ε πνζφηεηα ηνπ 

θζνξηζκνχ έρεη θηάζεη έλα θαηψθιη ζην νπνίν είλαη ζεκαληηθά πςειφηεξε (ζπλήζσο 

10 θνξέο απφ ην κέζν φξν ηνπ θζνξηζκνχ ηεο επίπεδεο γξακκηθήο θάζεο) απφ ην 

επίπεδν θζνξηζκνχ ηνπ ππφβαζξνπ. Ο θχθινο ζηνλ νπνίν ζπκβαίλεη απηφ είλαη 

γλσζηφο σο θαηψηαην φξην θχθινπ (cycle threshold, Ct). Απηή ε ηηκή είλαη 

αληηπξνζσπεπηηθή ηνπ αξρηθνχ αξηζκνχ αληηγξάθσλ DNA ζην αξρηθφ δείγκα θαη 
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ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα ππνινγίζεη πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο 

εθζεηηθήο θάζεο ε PCR θζάλεη ζηελ βέιηηζηε πεξίνδν ελίζρπζεο ηνπ πξντφληνο.  

Σειηθά, ε θάζε θνξεζκνχ ιακβάλεη ρψξα φηαλ ηα ζπζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο γίλνληαη 

πεξηνξηζκέλα ελψ ε έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ δελ είλαη πηα ρξήζηκε γηα ηνλ ππνινγηζκφ 

ησλ δεδνκέλσλ. Οη κνξθέο πνζνηηθνπνίεζεο ηεο qPCR είλαη ε απφιπηε θαη ε ζρεηηθή 

πνζνηηθνπνίεζε. Οη ρεκείεο αλίρλεπζεο βαζίδνληαη ζε α) δεζκεπφκελεο ζην DNA 

ρξσζηηθέο νπζίεο, β) αληρλεπηέο πβξηδνπνίεζεο, γ) αληρλεπηέο πδξφιπζεο θαη δ) 

αληρλεπηέο ζε κνξθή θνπξθέηαο (φπσο Scorpions, εθθηλεηέο Sunrise
TM

, εθθηλεηέο 

LUX
TM

 ). 

Πην ζπγθεθξηκέλα, νη DNA-δεζκεπφκελεο ρξσζηηθέο νπζίεο εθπέκπνπλ θζνξηζκφ 

φηαλ δεζκεχνληαη ζην dsDNA. Καζψο ην πξντφλ ηεο PCR, πνπ έρεη ηε κνξθή 

dsDNA, απμάλεηαη θαηά ηελ δηάξθεηα ησλ επαλαιήςεσλ ησλ θχθισλ, πεξηζζφηεξε 

ρξσζηηθή νπζία δεζκεχεηαη θαη εθπέκπεη πεξηζζφηεξν θζνξηζκφ. Γηα ην ιφγν απηφ, ε 

έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ απμάλεηαη αλαινγηθά κε ηελ ζπγθέληξσζε ηνπ dsDNA. Όκσο 

γηα αμηφπηζηα απνηειέζκαηα κε ρξήζε DNA-δεζκεπφκελεο ρξσζηηθήο νπζίαο 

απαηηείηαη κηα εμεηδηθεπκέλε PCR ε νπνία κπνξεί λα επηβεβαησζεί κέζσ ηεο 

θακπχιεο απνδηάηαμεο (κε ηελ νπνία ε παξνπζία δηαθνξεηηθψλ πξντφλησλ PCR 

αληηζηνηρεί ζε δηαθνξεηηθέο θνξπθέο ηήμεο). 

 

2.10.1 Ποςοτικοπούηςη των μεταγρϊφων του γονιδύου 

PCaP1 και τησ PVY-SON41- P3 

 

΢πζηαηηθά κείγκαηνο αληίδξαζεο Σειηθή ζπγθέληξσζε 

2X SYBR®Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems™) 

1Υ (5 κl) 

cDNA 15 ng 

20 κΜ  (forward) εθθηλεηήο 150nM 

20 κΜ  (reverse) εθθηλεηήο 150nM 

Type 1 H2O κέρξη 10 κl (ηειηθφο φγθνο 

αληίδξαζεο) 
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Πξφγξακκα: 

Σηάδιο 1
ο
 50 

o
C γηα 2 min 

95 
o
C γηα 2 min 

Σηάδιο 2
ο
 

(40 θχθινη) 

95 
o
C γηα 15sec 

60 
o
C γηα 1 min 

Σηάδιο 3
ο
 

 

θακπχιε απνδηάηαμεο (60 
o
C – 95 

o
C) 

 

Σηάδιο 4
ο
 4 

o
C 

 

Δθθηλεηέο: 

 Γηα ην γνλίδην pcap1: 

PcaPqFOR: ACCAAAGGATGCAGGACTTAAGA 

PcaPqREV: TACTGCTTTCGATCCCGGAA 

 

 Γηα ηελ αιιεινπρία  PVY-SON41- P3: 

SON41P3Qex-FW: GATGCTGCAGCCACAGATCTC 

SON41P3Q2REV: CAACTTGCAACACCATCAGTGC 

 Γηα ην γνλίδην ubi3: 

UBI3F: GCCGACTACAACATCCAGAAGG 

UBI3R: TGCAACACAGCGAGCTTAACC 

Οη αληηδξάζεηο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε  ζηε  ζπζθεπή STEP-ONE PLUS ηεο Applied 

Biosystems™, θαη αλαιχζεθαλ κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο StepOne Software v2.2.2. 

 

2.11 Καθαριςμϐσ προώϐντοσ PCR  
 

Γηα ηνλ θαζαξηζκφ ελφο πξντφληνο PCR θαη ηε πεξαηηέξσ ρξεζηκνπνίεζή ηνπ ζε 

θισλνπνίεζε ή απεπζείαο αιιεινχρεζε ρξεζηκνπνηήζεθαλ  ηα ζπζηήκαηα 

PureLink® PCR Purification (Invitrogen™) θαη Gel Extraction QIAquick® (Qiagen) 

αθνινπζψληαο ηηο νδεγίεο ησλ θαηαζθεπαζηψλ.  
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2.12 Αντύδραςη λιγϊςησ και κλωνοπούηςη ςε 

φορϋα pCR®II-TOPO® 

 

Η ζχλδεζε κεηαμχ δχν κνξίσλ DNA, ζπλήζσο ελφο πιαζκηδίνπ θαη ελφο πξντφληνο 

αληίδξαζεο PCR, πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηεο ηθαλφηεηαο ηεο T4 DNA ιηγάζεο λα 

ζπλδέεη κφξηα DNA κε ζπκπιεξσκαηηθά άθξα. Η δηαδηθαζία απηή έρεη σο 

απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία πιαζκηδηαθψλ θπθιηθψλ κνξίσλ κε ην επηζπκεηφ 

γνλίδην/ηκήκα DNA. Η εθάζηνηε αληίδξαζε ζχλδεζεο, ζηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηείηαη 

γηα ην κεηαζρεκαηηζκφ θπηηάξσλ E.coli, κε ζθνπφ ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ηνπ 

ηξνπνπνηεκέλνπ πιένλ πιαζκηδίνπ. 

Καηάιιειε πνζφηεηα
1
, θαηεξγαζκέλσλ κε πεξηνξηζηηθά έλδπκα, κνξίσλ 

πιαζκηδηαθνχ θνξέα θαη ηεο αιιεινπρίαο εηζδνρήο πξνζηίζεληαη, καδί κε Type 1 

H2O, ζε αληίδξαζεο κε ηειηθφ φγθν 10 κl. ΢ηε ζπλέρεηα θαη αθνχ πξνζηεζνχλ 25 

units T4 DNA ιηγάζεο θαη ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ιηγάζεο T4 DNA, ε αληίδξαζε 

επσάδεηαη ζηνπο 12°C γηα 16 h. 

 

1
Η αλαινγία ηεο πνζφηεηαο ησλ κνξίσλ ηνπ πιαζκηδηαθνχ θνξέα θαη ηεο εηζδνρήο, ππνινγίζηεθε κε 

βάζε ησλ παξαθάησ ηχπν: 

Μνξηαθή αλαινγία = Μέγεζνο θνξέα (Kb)*Πνζφηεηα εηζδνρήο (ng)/Μέγεζνο εηζδνρήο (Kb)* 

Πνζφηεηα θνξέα (ng) 

 

Δπίζεο πξαγκαηνπνηήζεθε θισλνπνίεζε πξντφλησλ PCR ζε θνξέα TOPO® TA 

Cloning® (INVITROGEN™) πνπ θέξεη ζηα 3΄ άθξα ηεο πεξηνρήο ηνπ 

κεηαζρεκαηηζκνχ, έλα κφξην ζπκίλεο (Σ), ην νπνίν πξνεμέρεη.  Η Taq DNA 

πνιπκεξάζε πξνζζέηεη ζην 3΄ άθξν ηνπ πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο PCR ζηελ νπνία 

ρξεζηκνπνηείηαη έλα κφξην αδελίλεο (Α) θαη ζπλεπψο είλαη δπλαηή ε αληίδξαζε 

ιηγάζεο:  
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΢πζηαηηθά κείγκαηνο αληίδξαζεο Σειηθφο Όγθνο 

Πξντφλ PCR 30-50 ng (0,5 – 4 κl) 

Γηάιπκα αιάησλ (1.2 M NaCl, 0.06 M 

MgCl) 

1 κl 

pCR®II-TOPO® πιαζκηδηαθφο θνξέαο   1 κl (10 ng) 

Type 1 H2O κέρξη 6 κl (ηειηθφο φγθνο 

αληίδξαζεο) 

 

Αθνινχζεζε επψαζε ζηνπο 22 – 23 
o
C γηα 30 min θαη ζηε ζπλέρεηα απνζήθεπζε 

ζηνπο  -20 
o
C κέρξη ηε ρξεζηκνπνίεζή ηνπ. Δμαηηίαο απηνχ, ΢ηηο PCR αληηδξάζεηο 

φπνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ε Platinum™ Pfx DNA proofreading πνιπκεξάζε, είλαη 

απαξαίηεηε ε πξνζζήθε κνξίσλ αδελίλεο ζηα 3΄ άθξα ηνπ πξντφληoο PCR ζχκθσλα 

κε ηελ αληίδξαζε: 

 

΢πζηαηηθά κείγκαηνο αληίδξαζεο Σειηθή ζπγθέληξσζε 

10X PCR buffer (δελ πεξηέρεη Mg) 1Υ 

50 mM MgCl2 1,5 nM 

PCR πξντφλ   500 ng 

dΑTP’s 0,2 mM 

Taq DNA πνιπκεξάζε (INVITROGEN)  

5 units/κl 

2,5 units 

Type 1 H2O κέρξη 50 κl (ηειηθφο φγθνο 

αληίδξαζεο) 

 

Αθνινπζνχζε επψαζε ηεο αληίδξαζεο γηα 30 min ζηνπο 72 
o
C θαη ζηε ζπλέρεηα 

απνζήθεπζε ζηνπο  -20 
o
C κέρξη ηε ρξεζηκνπνίεζή ηνπ. 
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2.13 Προετοιμαςύα κυττϊρων Escherichia coli για 

ηλεκτροδιϊτρηςη  
 

Πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζηέιερνο DH5a σο εμήο:  

 Δκβνιηαζκφο απνηθίαο E. Coli ζε 5 ml  ζξεπηηθνχ δηαιχκαηνο LB
1
. θαη 

επψαζε ζηνπο 37 
o
C γηα 16 h 

 Μεηαθνξά 5 ml πγξήο θαιιηέξγεηαο ζε 500 ml  LB θαη επψαζε ζηνπο 37 
o
C, 

έσο φηνπ Α600 =0,5 – 0,7. 

 Μεηαθνξά ηεο θαιιηέξγεηαο ζε πάγν γηα 20 min. ΢πιινγή ησλ θπηηάξσλ κε 

θπγνθέληξεζε ζηα  4000  g γηα 15 min, ζηνπο 4 
o
C 

 Απνκάθξπλζε ηνπ ζξεπηηθνχ πιηθνχ, επαλαδηάιπζε ησλ θπηηάξσλ ζε 500 ml 

παγσκέλνπ δηαιχκαηνο γιπθεξφιεο 10% θαη θπγνθέληξεζε ζηα 4000 x g γηα 

15 min ζηνπο 4 
o
C.  θαη  

 Απνκάθξπλζε ππεξθεηκέλνπ θαη επαλαδηάιπζε ησλ θπηηάξσλ ζε 250 ml 

παγσκέλνπ δηαιχκαηνο γιπθεξφιεο 10%. Φπγνθέληξεζε ζηα 4000 x g γηα 15 

min ζηνπο 4 
o
C θαη απνκάθξπλζε ππεξθεηκέλνπ 

 Απνκάθξπλζε ππεξθεηκέλνπ θαη επαλαδηάιπζε ησλ θπηηάξσλ ζε 20 ml 

παγσκέλνπ δηαιχκαηνο γιπθεξφιεο 10%. Φπγνθέληξεζε ζηα 4000 x g γηα 15 

min ζηνπο 4 
o
C θαη απνκάθξπλζε ππεξθεηκέλνπ 

 Απνκάθξπλζε ππεξθεηκέλνπ θαη επαλαδηάιπζε ησλ θπηηάξσλ ζε 2 ml 

παγσκέλνπ δηαιχκαηνο γιπθεξφιεο 10%. Μεηαθνξά ζε κηθξνζσιελίζθνπο 

ζε δφζεηο ησλ 50  κl, άκεζε ςχμε ζε πγξφ άδσην θαη απνζήθεπζε ζηνπο -80 

o
C 

 

2.14 Μεταςχηματιςμϐσ  E. coli με ηλεκτροδιϊτρηςη 
 

Αθνινπζήζεθε ε αθφινπζε δηαδηθαζία: 

 Δπηδεθηηθά θχηηαξα E. coli DH5aηα νπνία είλαη απνζεθεπκέλα ζηνπο -80 
o
C, 

δηαηεξνχληαη ζηνλ κε πάγν κέρξη λα μεπαγψζνπλ.  

 Μεηαθνξά 1 – 2 κl αληίδξαζεο ιηγάζεο ζε 50 κl  επηδεθηηθψλ θπηηάξσλ. 

Δπψαζε ζηνλ πάγν γηα 1 min. 
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 Μεηαθνξά ζε παγσκέλε κηθξνζήθε ειεθηξνδηάηξεζεο (BioRad). Ρχζκηζε 

ηεο ζπζθεπήο ειεθηξνδηάηξεζεο MicroPulser (BioRad), κεηαθνξά ηεο 

κηθξνζήθεο ζηελ εηδηθή ππνδνρή θαη απειεπζέξσζε ηνπ παικνχ.   

 Πξφζζεζε 1 ml ζξεπηηθνχ πιηθνχ S.O.C
2
 

 Μεηαθνξά ηνπ κείγκαηνο ζε δνρείν 20 ml ηχπνπ universal θαη επψαζε ζηνπο 

37
o
C γηα 1 h κε αλάδεπζε ζηηο 200 rpm. 

 Δπίζηξσζε 200 κl ηνπ κείγκαηνο ζε ηξπβιία, πνπ πεξηέρνπλ, ζξεπηηθφ κέζν 

LB, 0,5 % άγαξ, 100 κg/ml ακπηθηιίλε θαη 80 κl Xgal 

 Δπψαζε ζηνπο 37 
o
C γηα 16 h. 

 

Πξνθεηκέλνπ λα επηιερζνχλ ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα, ην κέζν αλάπηπμεο LB 

πεξηείρε ακπηθηιίλε θαη Xgal κε ζθνπφ νη απνηθίεο, νη νπνίεο δελ είραλ 

κεηαζρεκαηηζηεί έρνπλ κπιε ρξψκα ζε αληίζεζε κε ηηο κεηαζρεκαηηζκέλεο ιεπθέο. 

 

1
LB κέζν αλάπηπμεο (Luria Broth medium) γηα θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ E.coli (Bertani, 1991): 

 10 g/L Tryptone 

 10 g/L Sodium chloride 

 5 g/LYeastExtract 

 dH2O γηα ηειηθφ φγθν δηαιχκαηνο 1 L 

 Γηα ηε δεκηνπξγία ηξπβιίσλ, γίλεηαη πξνζζήθε 1.4% Agar 

 Απνζηείξσζε ζηνπο 121 
o
C γηα 20 min 

 

2
Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC) (Douglas Hanahan, 1983): 

 20 g/L Tryptone 

 5 g/L YeastExtract 

 10  mM δηαιχκαηνο NaCl 

 2,5 mM δηαιχκαηνο KCl 

 10 mM δηαιχκαηνο MgCl2  

 10 mM δηαιχκαηνο MgSO4 

 dH2O γηα ηειηθφ φγθν δηαιχκαηνο 1 L 

 Απνζηείξσζε ζηνπο 121
o
C γηα 20 min 

 20 mM δηαιχκαηνο γιπθφδεο  

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression
https://en.wikipedia.org/wiki/Douglas_Hanahan
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2.15 Απομϐνωςη πλαςμιδιακοϑ DNA απϐ 

κϑτταρα E. coli 

 

Γηα ηελ απνκφλσζε πιαζκηδηαθνχ DNA απφ θχηηαξα E. coli αθνινπζήζεθε ην 

παξαθάησ πξσηφθνιιν  αιθαιηθήο ιχζεο (Birnboim and Doly, 1979): 

 Μεηαθνξά 1,5 ml βαθηεξηαθήο θαιιηέξγεηαο ζε κηθξνζσιελίζθν ζπιινγήο 

θαη ζηε ζπλέρεηα θπγνθέληξεζε ζε 17900 g γηα 5 min.  

 Απνκάθξπλζε ηνπ ζξεπηηθνχ πιηθνχ θαη επαλαδηάιπζε ησλ θπηηάξσλ ζε 100 

κl δηαιχκαηνο Α
1
.  

 Δπψαζε γηα 5 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, πξνζζήθε 200 κl δηαιχκαηνο 

Β
2
 θαη ήπηα αλάδεπζε,  

 Μεηαθνξά 150 κl δηαιχκαηνο Γ
3
. Φπγνθέληξεζε ηνπ δηαιχκαηνο ζε 17900 g 

γηα 15 min θαη κεηαθνξά ησλ 400 κl ηνπ ππεξθεηκέλνπ ζε λέν 

κηθξνζσιελίζθν ζπιινγήο.  

 Πξνζζήθε 800 κl ηζνπξνπαλφιεο, αλάδεπζε θαη θπγνθέληξεζε ηνπ 

δηαιχκαηνο ζε 17900 g γηα 10 min.  

  Απνκάθξπλζε ππεξθεηκέλνπ θαη επαλαδηάιπζε ηνπ ηδήκαηνο ζε 100 κl Type 

1 H2O.  

 Πξνζζήθε 100 κl LiCl 4Μ, επψαζε γηα 10 min ζηνλ πάγν θαη θπγνθέληξεζε 

ζε 17900 g γηα 5 min.  

 Μεηαθνξά 200 κl ππεξθεηκέλνπ ζε λέν κηθξνζσιελίζθν ζπιινγήο θαη 

θαηαθξήκληζε κε απφιπηε αηζαλφιε ηνπ πιαζκηδηαθνχ DNA φπσο 

πεξηγξάθηεθε πξνεγνπκέλσο. Δπαλαδηάιπζε ηνπ πιαζκηδηαθνχ DNA ζε 50 

κl Type 1 H2O θαη απνζήθεπζε ζηνπο -20 
o
C. 

 

Δπίζεο, ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζχζηεκα QIAprep® Spin Miniprep (QIAGEN) πνπ 

βαζίδεηαη ζηελ ίδηα αξρή, ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή.   

1
Γηάιπκα Α: 

 50 mM γιπθφδε  

 25 mM Tris – HCl, pH 8  

 10 mM EDTA 
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2
Γηάιπκα Β: 

 0,2 M NaOH  

 1% SDS 

3
Γηάιπκα Γ: 

 3 M νμηθνχ θαιίνπ (CH3COOK)  

 2 M νμηθνχ νμένο (CH3COOΗ)  

 

2.16 Πϋψη με περιοριςτικϊ ϋνζυμα 

 

Σα πεξηνξηζηηθά έλδπκα έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα ‘’θφβνπλ’’ έλα ηκήκα DNA ζε 

ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίεο. Γηα ηηο αλάγθεο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο, νη πιαζκηδηαθνί 

θνξείο θαη ηα πξντφληα ησλ αληηδξάζεσλ PCR έπξεπε λα πεπηνχλ κε θαηάιιεια 

πεξηνξηζηηθά έλδπκα ψζηε είηε λα δεκηνπξγεζνχλ ζπκπιεξσκαηηθά άθξα, ζηελ 

πεξίπησζε θισλνπνηήζεσλ ή λα δεκηνπξγεζνχλ γξακκηθνί ηηθνί θνξείο, κε ζθνπφ 

ηελ παξαγσγή RNA κεηαγξάθσλ.  

Σν θισλνπνηεκέλν RNA2 ηνπ TRV (Ρ0111) πεξηείρε ζηελ αιιεινπρία ηνπ ην γνλίδην 

gfp. ΢ηα άθξα ηνπ γνληδίνπ απηνχ ππήξραλ νη πεξηνρέο αλαγλψξηζεο ησλ 

πεξηνξηζηηθψλ ελδχκσλ NcoI θαη KpnI. Γηα απηφλ ην ιφγν θαη κε ζθνπφ ηελ εηζαγσγή 

ησλ αιιεινπρηψλ ηεο επηινγήο καο ζηε ζπγθεθξηκέλε ζέζε αληί ηνπ gfp, ηφζν ν 

θνξέαο φζν θαη ε πξνο εηζδνρή αιιεινπρία πέπηεθαλ κε ηα παξαπάλσ πεξηνξηζηηθά 

έλδπκα ζχκθσλα κε ηελ αληίδξαζε: 

 

΢πζηαηηθά κείγκαηνο αληίδξαζεο Σειηθή ζπγθέληξσζε 

Πεξηνξηζηηθφ έλδπκν KpnI (TAKARA) 2 κl (10 units/κl) 

Πεξηνξηζηηθφ έλδπκν NcoI (TAKARA) 2 κl (10 units/κl) 

10X K Buffer 0,5 X 

DNA 2,5 mg 

BSA 100 mM (bovine serum albumin) 0.01% 

Type 1 H2O Μέρξη ηειηθφ φγθo αληίδξαζεο 50 κl 

 

Δπψαζε ζηνπο 37 °C γηα 1 h. 
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Γηα ηε δεκηνπξγία in vitro πιήξνπο κήθνπο ηηθψλ RNA2 κεηαγξάθσλ TRV, ε 

δεκηνπξγία γξακκηθνχ ητθνχ θνξέα ήηαλ απαξαίηεηε. Γηα απηφλ ηνλ ιφγν, ν 

κεηαζρεκαηηζκέλνο θνξέαο p0111, πέπηεθε κε ην πεξηνξηζηηθφ έλδπκν SmaI. 

 

΢πζηαηηθά κείγκαηνο αληίδξαζεο Σειηθή ζπγθέληξσζε 

Πεξηνξηζηηθφ έλδπκν SmaI (TAKARA) 5κl (10 units/κl) 

10X Σ Buffer 1 X 

DNA 5 κg 

Γηάιπκα BSA (bovine serum albumin) 0.01 % 

Type 1 H2O Μέρξη ηειηθφ φγθo αληίδξαζεο 50 κl 

 

Αθνινχζεζε επψαζε ζηνπο 30 °C γηα 3 h. 

 

2.17 Μεταγραφό in vitro  
 

Σν γνληδίσκα ηνπ TRV απνηειείηαη απφ έλα δηκεξέο ss (+) RNA θαη απνηειεί ηνλ 

θχξην εθπξφζσπν ηνπ γέλνπο Tobravirus (νηθνγέλεηα Virgaviridae). Απφ απηά, ην 

RNA1, πεξηέρεη ηέζζεξα πιαίζηα αλάγλσζεο, θαζέλα απφ ηα νπνία θσδηθνπνηεί ηελ 

πξσηεΐλε 194Κ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ πεξηνρψλ ηεο κεζπινηξαλθεξάζεο, 

ειηθάζεο θαη ηεο RNA-εμαξηψκελεο RNA πνιπκεξάζεο. Δπίζεο, ην RNA1 

θσδηθνπνηεί ηηο πξσηεΐλεο 29K θαη 16Κ, νη νπνίεο απνηεινχλ ηε MP θαη ηνλ 

θαηαζηνιέα RNA ζίγεζεο ηνπ TRV. Σν RNA 2, ην νπνίν ζηελ παξνχζα εξγαζία 

απνηειεί ηνλ ητθφ θνξέα p0111 (αληηθαηάζηαζε ησλ γνληδίσλ 2b θαη 2cκε ην γνλίδην 

ηεο GFP θαη ηνλ ππνθηλεηή P), πνηθίιεη  ζε κέγεζνο θαη ζε γνλίδηα, αιιά θσδηθνπνηεί 

φρη κφλν ηελ CP πξσηεΐλε ηνπ ηνχ, ε νπνία ελζπιαθψλεη ηα δχν RNAs ζε δχν 

δηαθνξεηηθά ζσκαηίδηα, αιιά θαη ηηο πξσηεΐλεο 2b θαη 2c, νη νπνίεο ζπκκεηέρνπλ ζηε 

κεηάδνζε ηνπ ηνχ κέζσ ησλ λεκαησδψλ θνξέσλ (Εικόνα 2.2). 
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Εικόνα 2.2 ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ TRVR NA1 θαη RNA2, θαζψο θαη ηνπ ητθνχ 

θνξέα p0111. ΢ηελ απεηθφληζε παξνπζηάδεηαη θαη ν ππνθηλεηήο P (ππνθηλεηήο ηνπ 

γνληδίνπ ηεο ητθήο πξσηεΐλε CP, ζην ππνγελσκηθφ RNA, ησλ ηψλ ηνπ γέλνπο 

Τobravirus). 

Απφ ηα παξαπάλσ πξνθχπηεη ε αλάγθε δεκηνπξγίαο πιήξνπο κήθνπο κνιπζκαηηθνχ 

RNA, απφ ηνλ κεηαζρεκαηηζκέλν ητθφ θνξέα p0111, ψζηε λα επηηεπρζεί κφιπλζε ησλ 

θπηηθψλ νξγαληζκψλ. Γηα ην ζθνπφ απηφ ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζχζηεκα 

MEGAscript®  (Ambion®): 

΢πζηαηηθά αληίδξαζεο Σειηθή ζπγθέληξσζε 

Γηάιπκα ATPs 7,5 mM 

Γηάιπκα CTPs 7,5 mM 

Γηάιπκα GTPs 7,5 mM 

Γηάιπκα UTPs 7,5 mM 

10X Σ7 Reaction Buffer 1X 

Μείγκα ελδχκνπ Σ7 RNA πνιπκεξάζεο 2 κl 

Γξακκηθφο ητθφο θνξέαο 1κg 

ddH2O γηα ηειηθφ φγθν αληίδξαζεο 20 κl 

 

Αθνινπζεί επψαζε ζηνπο 37°C γηα 3 h. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεληαη  27,5   ακκσλίνπ 

(CH3COOΝΗ4) ζπγθέληξσζεο 4,44 Μ, θαη αθνινπζεί επψαζε ζηνλ πάγν γηα 15 min, 

θπγνθέληξεζε ζηηο 14000 rpm ζηνπο 4°C γηα 8 min, απνκάθξπλζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ 

θαη μέπιπκα κε απφιπηε παγσκέλε αηζαλφιεο 70% φπσο έρεη πεξηγξαθεί 

πξνεγνπκέλσο ζηελ θαηαθξήκληζε λνπθιενμέσλ κε αηζαλφιε. Η επαλαδηάιπζε ηνπ 
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ηδήκαηνο γίλεηαη ζε 40 κl RNase free H2O, αθνινπζεί κέηξεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ζε 

ζπεθηξνθσηφκεηξν, εθηίκεζε ηεο αθεξαηφηεηαο ηνπ RNA κε ειεθηξνθφξεζε ζε 

πήγκα αγαξφδεο θαη θχιαμε ζηνπο -30°C κέρξη ηε ρξεζηκνπνίεζή ηνπ. 

 

2.18 Διαδικαςύα μεταςχηματιςμοϑ ιώκοϑ φορϋα 
 

Γηα ηνλ κεηαζρεκαηηζκφ ηνπ TRV-PpK20 (θιψλνο P0111, πνπ έθεξε GFP) κε ηηο 

αθνινπζίεο ή ηα γνλίδηα επηινγήο αθνινπζήζεθε ζπλνπηηθά ε παξαθάησ δηαδηθαζία: 

 Σν P0111 πέπηεθε κε ηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα NcoI θαη KpnI γηα λα 

απνκαθξπλζεί ην γνλίδην ηεο GFP θαη λα αληηθαηαζηαζεί κε ηηο αιιεινπρίεο/ 

γνλίδηα ηεο επηινγήο καο  

 Δληζρχζεθε ε επηζπκεηή αιιεινπρία ηνπ DNA εηζδνρήο  κέζσ αληίδξαζεο 

PCR κε εθθηλεηέο πνπ έθεξαλ ζηα άθξα ηνπο έλα απφ ηα πεξηνξηζηηθά έλδπκα 

NcoI θαη KpnI 

 Πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε ηνπ εθάζηνηε πξντφληνο PCR θαη ηνπ θνξέα κε ηα 

πεξηνξηζηηθά έλδπκα, θαζαξηζκφο ηνπ DNA ρξεζηκνπνηψληαο κεζφδνπο 

θαζαξηζκνχ ηνπ DNA ή απνκφλσζεο ηνπ ηειεπηαίνπ απφ πήγκα αγαξφδεο θαη 

θαηεπζπλφκελνο κεηαζρεκαηηζκφο ηνπ ηηθνχ θνξέα κε αληίδξαζε ιηγάζεο 

(Εικόνα 2.3). 

 Μεηαζρεκαηηζκφο επηδεθηηθψλ θπηηάξσλ E.coli κε ειεθηξνδηάηξεζε  

 Δπηινγή θιψλσλ  

 Απνκφλσλζε πιαζκηδηαθνχ DNA 

 Δπηβεβαίσζε ηεο εηζδνρήο θαη ηεο αθεξαηφηεηαο ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ ηνχ 

κε αιιεινχρεζε λνπθιενηηδίσλ 

 Παξαζθεπή κνιπζκαηηθψλ ηηθψλ RNA κε in vitro κεηαγξαθή, πξνζδηνξηζκφο 

ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπο ζε ζπεθηξνθσηφκεηξν, έιεγρνο ηεο αθεξαηφηεηάο 

ηνπο ζε πήγκα αγαξφδεο θαη αλάκεημε κε νιηθφ RNA θπηνχ πνπ πεξηέρεη 

TRV-RNA1 (ΝΜ κφιπλζε) 

Μνιχλζεηο ζε θπηά γηα αλαπαξαγσγή ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ ηνχ 
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3.1 Αναγνώριςη τησ ορθϐλογησ  PCaP1 

πρωτεϏνησ ςτη πιπεριϊ 
 

Γηα ηε δηεξεχλεζε ηνπ ξφινπ ηεο PCaP1 (ραξαθηεξηζκέλε ζε A. thaliana) ζην 

παζνζχζηεκα PVY-πηπεξηά, πξαγκαηνπνηήζεθε ε αλαγλψξηζε ηεο νξζνιφγήο ηεο  

ζηνλ ζπγθξηκέλν μεληζηή κε ηε ρξήζε ηνπ βηνπιεξνθνξηθνχ εξγαιείνπ  nBLAST  

(http://peppersequence.genomics.cn/page/species/blast.jsp)  θαη ηε βάζε δεδνκέλσλ 

ηνπ γνληδηψκαηνο ηεο πηπεξηάο (The Pepper Genome Database, release 2.0). Απφ ηελ 

αλάιπζε ζηελ νπνία ρξεζηκνπνηήζεθε ε ππάξρνπζα αιιεινπρία ηνπ γνληδίνπ pcap1 

ηνπ θπηνχ Arabidopsis thaliana (At4g20260) πξνέθπςε ην γνλίδην C. 

annuumL_Zunla-1, πνπ βξίζθεηαη ζηε πεξηνρή 43929259, ηνπ ρξσκνζψκαηνο 10, 

έρεη κέγεζνο 678 bp, ελψ ε αιιεινπρία ηνπ είλαη: 

ATGGGATACTGGAAAGCAAAAGTTCTTCCAAAGATCAAGATGATCTTCGA

GAAAAATGGACCCAAGAAGGCTGCTGCTGCTGAGGCATCCAAGACTTTTG

ATGAAACTAAGGAGCAGTACAACAAGGAGTTCGAAGAAAAGAAGGCTGA

http://peppersequence.genomics.cn/page/species/blast.jsp
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GCTTCAACCCAAAGTAGTTGAAATTTATGAAGCTGCTGCAGTTGAGATCA

AGACTTTAGTGAAGGAACCAAAGGATGCAGGACTTAAGAAACACTCAGC

TGGAGTCCAAAAATTCCTTGATGAGCTTGTCAAAATCGAATTTCCGGGAT

CGAAAGCAGTAAGTGAAGCAAGCTCAAACTTTGGGCCTTCATATGTATCC

GGCCCAATTCGCTTTGTGTTCGAGAAAGTATCAACATTTATAGTCATCCCA

GAAGAAGAGAAGAAGAAAGAAGAGGAACCAGCACCTGTTGACGTGGCAC

CTGCTGATGTGGAAGCAACAACTGCCACATCAGCTGAAGAGGTGGAGGTG

AAGGAGAAGGACATAGTTGTTGAAGCAGCAGAATCAAAGAAAGAAGAGG

AATCAGCACCTGCTGATGTGGCACCCGTTAAGGTGGAAGAAGTACCTGCA

CCTGCTGATGTGGCACCTGTCAAGGTGGAAGCAGCACCAGCAGCTGCAGC

TGCAGCAGCACCAGCACCATCAAAGGCTTAG 

 

Απφ ηελ κεηάθξαζε ηνπ mRNA (678 bp), πξνθχπηεη ε νξζφινγε πξσηεΐλε ηεο 

PCap1(http://peppersequence.genomics.cn/page/species/genedetail.jsp?id=29435&db

Key=pepper_zunla), κεγέζνπο 225 ακηλνμέσλ θαη αιιεινπρίαο: 

MGYWKAKVLPKIKMIFEKNGPKKAAAAEASKTFDETKEQYNKEFEEKKAEL

QPKVVEIYEAAAVEIKTLVKEPKDAGLKKHSAGVQKFLDELVKIEFPGSKAVS

EASSNFGPSYVSGPIRFVFEKVSTFIVIPEEEKKKEEEPAPVDVAPADVEATTAT

SAEEVEVKEKDIVVEAAESKKEEESAPADVAPVKVEEVPAPADVAPVKVEAA

PAAAAAAAPAPSKA 

3.2 Διερεϑνηςη διαφορών ςτην αμινοξικό 

αλληλουχύα  τησ PCaP1 ςε ποικιλύεσ πιπεριϊσ  με 

διαφορικό ευπϊθεια ςε απομονώςεισ του PVY 

 

Μία απφ ηηο πξνυπνζέζεηο γηα ηελ πξνζαξκνγή ελφο ηνχ ζε έλαλ λέν θπηφ-μεληζηή, 

είλαη ε αιιαγή ηνπ γελεηηθνχ ππφβαζξνπ ηνπ ηειεπηαίνπ πξνο φθεινο ηνπ ηνχ. Γηα ηε 

δηεξεχλεζε ηνπ θαηά πφζν ε πξσηεΐλε PCaP1 ζπκκεηέρεη ζηελ πξνζαξκνγή ηνπ PVY 

ζηε πηπεξηά, ζηηο πνηθηιίεο Yolo Wonder, Doux des Landes θαη Phyo636 νη νπνίεο 

έρνπλ δηαθνξεηηθή εππάζεηα ζηνλ PVY (Moury, αδεκνζίεπηα απνηειέζκαηα) έγηλαλ 

δνθηκέο κεραληθήο κφιπλζεο κε ηελ απνκφλσζε PVY-N605 ηεο νκάδαο Ν ηνπ ηνχ. 

΢ηηο 19 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε (days post infection, dpi), πξαγκαηνπνηήζεθε 

δεηγκαηνιεςία θπιιηθνχ ηζηνχ ηφζν ηνπηθά φζν θαη δηαζπζηεκαηηθά. Ο έιεγρνο ησλ 

ητθψλ κνιχλζεσλ έγηλε κε ηε κέζνδν DAS-ELISA. 

http://peppersequence.genomics.cn/page/species/genedetail.jsp?id=29435&dbKey=pepper_zunla
http://peppersequence.genomics.cn/page/species/genedetail.jsp?id=29435&dbKey=pepper_zunla
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Πίλαθαο 3.1 Απνηειέζκαηα ητθψλ κνιχλζεσλ ηεο απνκφλσζεο PVY-N605, ζε 3 

πνηθηιίεο C. annuum 

Πνηθηιίεο C. annuum Μνιπζκέλα (Σνπηθά) Μνιπζκέλα (Γηαζπζηεκηθά) 

Yolo Wonder 3/10 0/3 

Doux des Landes 7/10 1/7 

Phyo636 0/10 0 

 

Σα απνηειέζκαηα επηβεβαίσζαλ φηη θαη ζηε πεξίπησζε ηεο PVY-N605 ππάξρεη 

δηαθνξεηηθή εππάζεηα θαη ζπγθεθξηκέλα, ε πνηθηιία Doux des Landes ήηαλ εππαζήο 

ζηε κφιπλζε απφ ηελ απνκφλσζε N605 ηνπηθά, κε δπλαηφηεηα δηαζπζηεκηθήο 

κεηαθίλεζεο ηνπ ηνχ, ελψ νη πνηθηιίεο Yolo  Wonder θαη Phyo636 ήηαλ αλζεθηηθέο.  

΢ηε ζπλέρεηα εληζρχζεθαλ κε PCR ηα γνλίδηα PCaP1 ησλ παξαπάλσ πνηθηιηψλ, κε 

ζθνπφ ηελ αιιεινχρηζε ηνπο θαη ηε δηεξεχλεζε γηα  πηζαλέο ζεκεηαθέο δηαθνξέο. Οη 

αιιεινπρίεο ησλ ηξηψλ γνληδίσλ ζηνηρήζεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο ην 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/, ελψ νη ακηλνμηθέο αιιεινπρίεο ησλ πηζαλψλ 

πξσηετληθψλ πξντφλησλ πξνέθπςαλ απφ ην πξφγξακκα 

http://web.expasy.org/translate/, θαη ζηνηρήζεθαλ κε ην 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/, φπσο παξνπζηάδνληαη παξαθάησ (Εικόνα 

3.1). 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
http://web.expasy.org/translate/
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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Εικόνα 3.1 ΢ηνίρηζε γνληδηαθήο θαη πξσηετληθήο αιιεινπρίαο , ηνπ γνληδίνπ PCaP1 

θαη ηεο πξσηεΐλεο PCaP1, ησλ πνηθηιηψλ Phyo636, Yolo Wonder θαη Doux des 

Landes ηνπ C. annuum. 

 

Η ζηνίρηζε ηνπ γνληδίνπ PCaP 1 ησλ ηξηψλ σο πξνο  κειέηε πνηθηιηψλ ηνπ είδνπο C. 

annuum, ππέδεημε ηέζζεξηο ζεκεηαθέο δηαθνξνπνηήζεηο. Δλδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ε 

αληηθαηάζηαζε δχν ακηλνμέσλ ζηελ ακηλνμηθή αιπζίδα ηεο πξσηεΐλεο PCaP1 ηεο 



[64] 
 

πνηθηιίαο Doux  des  Landes, ζε ζρέζε κε ηηο πνηθηιίεο Phyo636 θαη Yolo Wonder. Η 

πξψηε δηαθνξνπνίεζε βξίζθεηαη ζηε ζέζε 97, φπνπ ην νπδέηεξα θνξηηζκέλν ακηλνμχ 

θαηλπιαιαλίλε αληηθαζίζηαηαη απφ ην νπδέηεξα θνξηηζκέλν ακηλνμχ ιεπθίλε, ελψ ε 

δεχηεξε θαη ζεκαληηθφηεξε δηαθνξνπνίεζε βξίζθεηαη ζηε ζέζε 204, φπνπ ζηε ζέζε 

ηνπ  νπδέηεξα θνξηηζκέλνπ ακηλνμένο αιαλίλε βξίζθεηαη ην αξλεηηθά θνξηηζκέλν 

ακηλνμχ ζξενλίλε.    

  

3.3 Ετερϐλογη ϋκφραςη πρωτεώνών μϋςω του 

φορϋα TRV-PpK20  
 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία ν θνξέαο TRV-PpK20 κεηαζρεκαηίζηεθε κε ηα αθφινπζα 

ηκήκαηα DNA: 

 α) ην γνλίδην, ην νπνίν είλαη ππεχζπλν γηα ηελ έθθξαζε ηεο θαςηδηαθήο πξσηεΐλεο 

(CP) ηνπ PVY 

 β) κέξνο ηεο αιιεινπρίαο ηνπ PCaP1 ηεο C. αnnuum cv. Yolo Wonder, φπσο 

πξνέθπςε κεηά απφ ηελ αλαγλψξηζε, ελίζρπζε θαη αιιεινχρηζή ηεο. Η πεξηνρή 

εηζδνρήο ησλ παξαπάλσ δεκηνπξγήζεθε κεηά ηελ απνκάθξπλζε ηνπ γνληδίνπ ηεο 

GFP, κέζσ επεμεξγαζίαο κε πεξηνξηζηηθά έλδπκα  

 

3.3.1 Έκφραςη τησ καψιδιακόσ πρωτεϏνησ του PVY-SON41 

  

΢αλ ζεηηθφο κάξηπξαο γηα ηελ ιεηηνπξγία ηνπ βαζηζκέλνπ ζηνλ TRV-PpK20 

εηεξφινγνπ ζπζηήκαηνο έθθξαζεο πξσηετλψλ επηιέρζεθε ην γνλίδην θαςηδηαθήο 

πξσηεΐλεο (CP) ηεο απνκφλσζεο PVY-SON41 ε αλίρλεπζε ηεο νπνίαο είλαη δπλαηή 

κέζσ ησλ εκπνξηθψλ αληηδξαζηεξίσλ ELISA πνπ είλαη δηαζέζηκα γηα ηνλ PVY. 

Βάζεη ηεο αιιεινπρίαο ηνπ PVY-SON41 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ439544) ζρεδηάζηεθαλ θαηάιιεινη 

εθθηλεηέο, ζηνπο νπνίνπο ζπκπεξηιακβάλνληαλ πεξηνρέο αλαγλψξηζεο ησλ 

πεξηνξηζηηθψλ ελδχκσλ NcoI θαη KpnI (3΄θαη 5΄ άθξν αληίζηνηρα) γηα ηελ ελίζρπζε 

ηεο CP γνληδησκαηηθήο πεξηνρήο κε PCR.  Σν γνλίδην ηεο CP αθνχ εληζρχζεθε, 
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θισλνπνηήζεθε  ζηνλ θνξέα pCR®II-TOPO® θαη επηβεβαηψζεθε  ε αθεξαηφηεηά ηνπ 

κέζσ αιιεινχρηζεο λνπθιενηηδίσλ (Εικόνα 3.2). 

 

Εικόνα 3.2 ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε αληηθαηάζηαζεο ηνπ γνληδίνπ ηεο GFP, κε ην 

γνλίδην ηεο ητθή πξσηεΐλεο ηεο απνκφλσζεο SON41 ηνπ ηνχ PVY, ζηνλ ητθφ θνξέα 

TRV-PpK20. 

 

΢ηελ ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε αληίδξαζε ιηγάζεο γηα ηελ εηζαγσγή ηνπ γνληδίνπ 

ηεο CP ζηνλ ητθφ θνξέα TRV-PpK20, θισλνπνηήζεθε ζε E.coli DH5a, θαη ηειηθά 

παξάρζεθε κνιπζκαηηθφ RNA ηνπ ηνχ κε in vitro κεηαγξαθή (Δηθφλα 4 Α,Β,Γ). ΢ηε 

ζπλέρεηα κνιχλζεθαλ θπηά ηνπ είδνπο  N. benthamiana θαη χζηεξα απφ επηά εκέξεο 

αληρλεχηεθε  ζε απηά ε έθθξαζε ηεο ητθήο CP κε DAS-ELISA κε αληηζψκαηα 

εμεηδηθεπκέλα σο πξνο ηνλ PVY (Πίλαθαο 3.2   ).  

Πίλαθαο 3.2 Αλίρλεπζε έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο PVY-CP κέζσ ηνπ ητθνχ θνξέα 

TRV-PpK20 κε ηε κέζνδν DAS-ELISA. 

Γείγκα Οπηηθή απνξξφθεζε 

Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα δείγκαηνο (blanc) 0 

NC (Αξλεηηθφο κάξηπξαο) 0,059 

PC (ζεηηθφο κάξηπξαο) 2,816 

NB (N. benthamiana)/TRV-PpK20/PVY-CP 1,045 

 

΢πλεπψο, ε δηαδηθαζία  εηζαγσγήο ηεο  CP ηεο απνκφλσζεο PVY-SON41 ζηνλ TRV-

PpK20 ήηαλ επηηπρήο θαη κπνξεί λα επαλαιεθζεί αληίζηνηρα γηα ηελ κεηαγξαθή ηεο 

αιιεινπρίαο επηινγήο ηεο παξνχζεο εξγαζίαο. 
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3.3.2 Δημιουργύα VIGS καταςκευόσ για τη PCaP1 
 

Αθνινπζψληαο ηε παξαπάλσ δηαδηθαζία (Δηθφλα 4 Α,Β,Γ), δεκηνπξγήζεθε ν 

κεηαζρεκαηηζκέλνο TRV-PCaP1/VIGS θνξέαο πνπ έθεξε ην ηκήκα ηεο παξαθάησ 

αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ (Εικόνα 3.3): 

 

(328)
TTCCTTGATGAGCTTGTCAAAATCGAATTTCCGGGATCGAAAGCAGTA

AGTGAAGCGCTCAAACTTTGGGCCTTCATATGTATCCGGCCCAATTCGCTT

TGTGTTCGAGAAAGTATCACATTTATAGTCATCCCAGAAGAAGAGAAGAA

GAAAGAAGAGGAACCAGCACCTGTTGACGTGGCACCTGCTGATGTGGAA

GCAACAACTGCCACATCAGCTGAAGAGGTGGAGGTGAAGGAGAAAGACA

TAGTTGTTGAAGCAGCA
(594) 

 

 
 

 

Εικόνα 3.3 ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε αληηθαηάζηαζεο ηνπ γνληδίνπ ηεο GFP, κε ην 

γνλίδην ηεο πξσηεΐλεο PCaP1 ηνπ είδνπο C. annuum cv. Yolo Wonder ζηνλ θνξέα 

TRV-PCaP1/VIGS. 

 

              

Εικόνα 3.4 Απεηθφληζε πήγκαηνο αγαξφδεο χζηεξα απφ ειεθηξνθφξεζε ησλ PVY-

CP (814 bp) θαη ηκήκαηνο 328CaPCaP1594 (264 bp) ζηα ηξία βήκαηα παξαγσγήο 
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κνιπζκαηηθνχ RNA ησλ απφ ηνπο κεηαζρεκαηηζκέλνπο ητθνχο θνξείο TRV-

PpK20/PVY-CP (Παξάγξαθνο 3.3.1) θαη TRV-PCaP1/VIGS. A) Δλίζρπζε ηεο PVY-

CP θαη ηνπ 328CaPCaP1594 κέζσ αληίδξαζεο PCR, B) θαζαξηζκφο ησλ πξντφλησλ ησλ 

παξαπάλσ ησλ αληηδξάζεσλ PCR, κε ζθνπφ ηεο εηζαγσγή ηνπο, κέζσ αληίδξαζεο 

ιηγάζεο ζηνλ ηηθφ θνξέα TRV-PpK20, θαη Γ) παξαγσγή κνιπζκαηηθνχ RNA απφ 

ηνπο κεηαζρεκαηηζκέλνπο ηίθνχο θνξείο κέζσ αληηδξάζεσλ in vitro κεηαγξαθήο. (L) 

Κιίκαθα κνξηαθψλ βαξψλ DNA (1 Kb Plus ladder, INVITROGEN
™

), (CP) PVY-CP, 

θαη (PCaP1) 328CaPCaP1594. Γηα ηηο παξαπάλσ απεηθνλίζεηο ρξεζηκνπνηήζεθε ην 10% 

ησλ πξντφλησλ ησλ εθάζηνηε αληηδξάζεσλ.  

 

Αθνινχζεζε πείξακα γηα ηε δνθηκή ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηεο ζίγεζεο κέζσ ηνπ 

TRV-PCaP1/VIGS κε ηξεηο επεκβάζεηο: α) 30 C. annuum cv. Yolo Wonder 

κνιχλζεθαλ κε TRV-PCaP1/VIGS, β) 30 C. annuum cv. Yolo Wonder κνιχλζεθαλ 

κε TRV-PpK20 θαη γ) νθηψ C. annuum cv. Yolo Wonder παξέκεηλαλ ακφιπληα ζαλ 

κάξηπξεο. ΢ηα ρξνληθά δηαζηήκαηα 1 dpi, 12 dpi θαη 19 dpi πξαγκαηνπνηήζεθαλ 

δεηγκαηνιεςίεο απφ θνξπθαία ηκήκαηα ησλ θπηψλ φπνπ δελ είρε πξαγκαηνπνηεζεί ε 

κφιπλζε (δηαζπζηεκαηηθή δεηγκαηνιεςία), ελψ παξνπζίαδαλ ζπκπηψκαηα κφιπλζεο 

ηνπηθά. ΢πγθεθξηκέλα, ζηηο πεξηπηψζεηο ησλ 1 θαη 12 dpi έγηλε δεηγκαηνιεςία απφ 4 

θπηά ηηο εθάζηνηε θαηεγνξίαο, ελψ ζηελ πεξίπησζε ησλ 19 dpi έγηλε δεηγκαηνιεςία 

ζην ζχλνιν ησλ θπηψλ θάζε θαηεγνξίαο, ηα νπνία παξνπζίαδαλ ζπκπηψκαηα 

κφιπλζεο, πην αλαιπηηθά, απφ ηελ (α) επέκβαζε έγηλε δεηγκαηνιεςία απφ 14 θπηά, 

απφ ηελ (β) επέκβαζε απφ 5 θπηά, θαη απφ ηελ (γ) επέκβαζε απφ 8 θπηά. Η ζρεηηθή 

πνζνηηθνπνίεζε ηνπ σο πξνο κειέηε γνληδίνπ πξνέθπςε απφ ηνλ ηχπν ΓCt=2^-(Ct 

γνληδίνπ κειέηεο –Ct γνληδίνπ αλαθνξάο) γηα θάζε θπηφ, ελψ ηα απνηειέζκαηα 

νκαδνπνηήζεθαλ αλάινγα κε ηελ θαηεγνξία κνιχλζεσλ ζηελ νπνία άλεθε ην θάζε 

θπηφ.  ΢ηε ζπλέρεηα εμεηάζηεθε κε RT-qPCR ε πνζφηεηα ησλ κεηαγξάθσλ ηνπ 

PCaP1 κε ζηφρν ην πξνζδηνξηζκφ ηνπ ρξνληθνχ ζεκείνπ πνπ επηηεχρζεθε ην 

κεγαιχηεξν πνζνζηφ ζίγεζεο κέζσ ηνπ TRV-PCaP1/VIGS ζε ζρέζε κε έλα 

ακφιπλην θπηφ ηεο ίδηαο ειηθίαο. Παξάιιεια εμεηάζηεθε πηζαλή επίδξαζε ηνπ ίδηνπ 

ηνπ  TRV ζην επίπεδν κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ. Απφ ηελ αλάιπζε πξνέθπςε φηη 

θαηά ηε 12
ε
 κέξα κεηά ηε κφιπλζε κε TRV-PCaP1/VIGS ην επίπεδν κεηαγξαθήο ηνπ 

γνληδίνπ PCaP1 είρε κεησζεί ζην 38% ζε ζρέζε κε έλα θπζηνινγηθφ πγεηέο θπηφ ελψ 

επηά εκέξεο αξγφηεξα (19 dpi) ζην 12%. Δπηπιένλ, ε κφιπλζε κε TRV-PpK20 είρε 
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ζαλ απνηέιεζκα ίδηα ή θαη απμεκέλα επίπεδα κεηαγξαθήο  ζε ζρέζε κε ηνλ κάξηπξα 

(πγηήο πηπεξηά) θαη ζπλεπψο ε κείσζε ηνπ επηπέδνπ κεηαγξαθήο ηνπ PCaP1 κπνξεί 

λα απνδνζεί απνθιεηζηηθά ζε θαηλφκελν VIGS θαη φρη ζαλ απνηέιεζκα 

αιιειεπίδξαζεο κε ηνλ ίδην ηνλ ητθφ θνξέα (TRV). ΢πλεπψο ην ρξνληθφ δηάζηεκα 

ησλ 12 εκεξψλ θξίζεθε ηθαλφ γηα ηελ εκθάληζε ηεο δξάζεο VIGS γηα ην  PCaP1 

κέζσ ηνπ TRV-PCaP1/VIGS θαη κε βάζε απηφ ζρεδηάζηεθαλ νη επφκελεο δνθηκέο 

(Εικόνα 3.5). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.5 Πνζνηηθνπνίεζε ηνπ επηπέδνπ κεηαγξαθήο ηνπ  PCaP1 ζε  C. annuum 

cv. Yolo Wonder, 1, 12 θαη 19 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε κε TRV-PCaP1/VIGS, TRV-

PpK20 θαζψο θαη ζε ακφιπληα (πγηή) θπηά. 
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3.3.3 Διερεϑνηςη τησ επύδραςησ τησ ςύγηςησ του γονιδύου 

PCaP1 ςτη μετακύνηςη τησ απομϐνωςησ PVY-SON41 
 

3.3.3.1 Επίδραςη ςε διαςυςτηματικό επίπεδο  
 

Πξνθεηκέλνπ λα δηεξεπλεζεί ε επίδξαζε ηεο ζίγεζεο ηνπ γνληδίνπ ηεο πξσηεΐλεο 

PCaP1 κέζσ VIGS ζηε κεηαθίλεζε ηεο απνκφλσζεο PVY-SON41, ζην θπηφ-μεληζηή 

C. annuum cv. Yolo Wonder ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηξεηο θαηεγνξίεο θπηψλ: α) πγηή (5 

θπηά), β)  κνιπζκέλα κε TRV-PCaP1/VIGS (5 θπηά) θαη γ) κνιπζκέλα κε TRV-

PpK20 (5 θπηά). Γψδεθα εκέξεο αξγφηεξα, πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη κνιχλζεηο κε ηελ 

PVY-SON41 θαη ζηηο ηξεηο ζεηξέο ησλ θπηψλ ελψ ηξία (3) θπηά θξαηήζεθαλ πγηή σο 

κάξηπξεο. Δλλέα εκέξεο αξγφηεξα, (21 εκέξεο απφ ηελ αξρηθή κφιπλζε) 

πξαγκαηνπνηήζεθε δεηγκαηνιεςία ζηα θνξπθαία θχιια φισλ ησλ θπηψλ θαη ησλ 

ηεζζάξσλ θαηεγνξηψλ. Η ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ησλ σο πξνο κειέηε γνληδίσλ 

πξνέθπςε απφ ηνλ ηχπν ΓCt=2^-(Ct γνληδίνπ κειέηεο –Ct γνληδίνπ αλαθνξάο) γηα 

θάζε θπηφ, ελψ ηα απνηειέζκαηα νκαδνπνηήζεθαλ αλάινγα κε ηελ θαηεγνξία 

κνιχλζεσλ ζηελ νπνία άλεθαλ ηα ηειεπηαία. Έπεηηα, γηλε εμαγσγή νιηθνχ RNA θαη 

αθνινχζεζε RT-qPCR κε ζηφρνπο α) ηα κεηάγξαθα ηνπ PCaP1 θαη β) ηνλ ηφ PVY-

SON41 κε εθθηλεηέο ζρεδηαζκέλνπο ζηε P3 γνληδησκαηηθή πεξηνρή ηνπ. Η αλάιπζε 

έδεημε φηη ζε ρξνληθή πεξίνδν 21 εκεξψλ κεηά ηε κφιπλζε κε TRV-PCaP1/VIGS θαη 

ελλέα κεηά ηε κφιπλζε κε  PVY-SON41 ηφζν ην επίπεδν κεηαγξαθήο ηνπ PCaP1 

φζν θαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ PVY ήηαλ ζεκαληηθά κεησκέλα ζε ζρέζε κε θπηά πνπ 

δελ είραλ ππνζηεί ζίγεζε φζν θαη κε θπηά πνπ είραλ κνιπλζεί κφλν κε PVY-SON41 

ή δηαδνρηθά κε TRV-PpK20 θαη PVY-SON41  (Εικόνα 3.6).  
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Εικόνα 3.6 Πνζνηηθνπνίεζε ηνπ επηπέδνπ κεηαγξαθήο ηνπ PCaP1 θαη ηνπ επηπέδνπ 

ζπγθέληξσζεο ηνπ PVY-SON41, ζε C. annuum cv. Yolo Wonder ζε ηέζζεξεηο 

επεκβάζεηο: α) Τγηή, β) Μνιπζκέλα κε TRV-PCaP1/VIGS θαη ζηε ζπλέρεηα κε PVY-

SON41, γ) Μνιπζκέλα κε PVY-SON41, θαη δ) Μνιπζκέλα κε TRV-PpK20 θαη ζηε 

ζπλέρεηα κε PVY-SON41. 

3.3.3.2 Μελζτη τησ επίδραςησ ςε διαςυςτηματικό επίπεδο και ςτα 

φφλλα που ζγινε η μόλυνςη (τοπικό επίπεδο)  
 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ δχν θαηεγνξίεο θπηψλ: α) πγηή θαη β) κνιπζκέλα κε TRV-

PCaP1/VIGS. Γψδεθα εκέξεο αξγφηεξα, θπηά ησλ νκάδσλ α) θαη β) κνιχλζεθαλ κε  

PVY-SON41 κε απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία ηεζζάξσλ θαηεγνξηψλ : α) πγηή (6 θπηά), 

β) κνιπζκέλα κε TRV-PCaP1/VIGS (5 θπηά), γ) κνιπζκέλα κε TRV-PCaP1/VIGS 

θαη ζηε ζπλέρεηα κε PVY-SON41 (10 θπηά) θαη δ) κνιπζκέλα κε ηελ απνκφλσζε 

PVY-SON41 (6 θπηά). Δπηά εκέξεο αξγφηεξα, πξαγκαηνπνηήζεθε δεηγκαηνιεςία 

ζηα κέξε φισλ ησλ θπηψλ φπνπ είραλ πξαγκαηνπνηεζεί νη κνιχλζεηο (ηνπηθά), ελψ 

13 εκέξεο αξγφηεξα πξαγκαηνπνηήζεθε δεηγκαηνιεςία ζηα θνξπθαία θχιια 

(δηαζπζηεκαηηθά). Η ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ησλ σο πξνο κειέηε γνληδίσλ 
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πξνέθπςε απφ ηνλ ηχπν ΓCt=2^-(Ct γνληδίνπ κειέηεο –Ct γνληδίνπ αλαθνξάο) γηα 

θάζε θπηφ, ελψ ηα απνηειέζκαηα νκαδνπνηήζεθαλ αλάινγα κε ηελ θαηεγνξία 

κνιχλζεσλ ζηελ νπνία άλεθαλ ηα ηειεπηαία..  Όπσο πξνεγνπκέλσο έγηλε απνκφλσζε 

νιηθνχ RNA θαη αθνινχζεζε RT-qPCR κε ζηφρνπο α) ηα κεηάγξαθα ηνπ PCaP1 θαη 

β) ηνλ ηφ PVY-SON41 κε εθθηλεηέο ζρεδηαζκέλνπο ζηε P3 γελσκαηηθή πεξηνρή ηνπ. 

΢ε αληηζηνηρία κε ην πξψην πείξακα (παξάγξαθνο 3.3.2) νη αλαιχζεηο θαηέδεημαλ φηη 

ε ζίγεζε ηνπ κεηαγξαθηθνχ επηπέδνπ ηνπ PCaP1 έρεη ζαλ απνηέιεζκα ζεκαληηθή 

κείσζε ηεο  ζπγθέληξσζεο ηνπ PVY-SON41 ηφζν ηνπηθά φζν θαη δηαζπζηεκαηηθά  

(Εικόνα 3.7 Α,Β,Γ,Γ). 
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Εικόνα 3.7 Πνζνηηθνπνίεζε ηνπ επηπέδνπ κεηαγξαθήο ηνπ PCaP1 θαη ηνπ επηπέδνπ 

ζπγθέληξσζεο ηνπ PVY-SON41 ηνπηθά (Α) θαη δηαζπζηεκαηηθά (Β), ζε C. annuum 

cv. Yolo Wonder κνιπζκέλα κε TRV-PCaP1/VIGS, κε TRV-PCaP1/VIGS θαη ζηε 

ζπλέρεηα κε PVY-SON41, κνιπζκέλα κφλν κε PVY-SON41 θαζψο θαη ζε πγηή θπηά 

(αθνξά κφλν κεηάγξαθα PCaP1). 

 

Η πνζφηεηα ηνπ PVY-SON41 κεηαμχ ησλ εμεηαδφκελσλ επεκβάζεσλ ππνινγίζηεθε 

θαη κε RT-qPCR απφιπηεο πνζνηηθνπνίεζεο, γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηεο αθξηβήο 

ζπγθέληξσζεο ηνπ γνληδίνπ ηεο ητθήο πξσηεΐλε P3, θαη θαηά επέθηαζε ηνπ ζπλνιηθνχ 

ητθνχ γνληδηψκαηνο. Γηα ην ζθνπφ απηφ, ρξεζηκνπνηήζεθαλ αξαηψζεηο γλψζηεο 

ζπγθέληξσζεο πιαζκηδηαθνχ  DNA ηνπ RNA2 ηνπ ηηθνχ θνξέα TRV-PpK20 πνπ 

έθεξε ηε πεξηνρή P3 ηνπ PVY-SON41  (θιψλνο TRV_SON41P3) θαη ήηαλ 

δηαζέζηκνο ζην Δξγαζηήξην Ινινγίαο (ζπγθεληξψζεηο10
-4

, 10
-3

, 10
-2

 θαη 10
-1

nΜ) ψζηε 

λα δεκηνπξγεζεί κία πξφηππε θακπχιε αλαθνξάο (Εικόνα 3.8). 
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Εικόνα 3.8 Πξφηππε θακπχιε αλαθνξάο γλσζηψλ ζπγθεληξψζεσλ ηνπ γνληδίνπ ηεο 

ητθήο πξσηεΐλεο P3 θαη ησλ νξίσλ ησλ θχθισλ ηεο αληίδξαζεο qPCR, θαηά ηνπο 

νπνίνπο αληρλεχνληαη. 

Με βάζε ηελ εμίζσζε πνπ πξνέθπςε απφ ηελ παξαπάλσ θακπχιε αλαθνξάο, 

ππνινγηζηήθαλε ε απφιπηε ζπγθέληξσζε ηνπ γνληδίνπ ηεο P3, ζηα  θπηά πνπ είραλ 

κνιπλζεί κε ηελ απνκφλσζε PVY-SON41. ΢ε εθείλα φπνπ είρε πξαγκαηνπνηεζεί 

ζίγεζε ηνπ γνληδίνπ PCaP1, ε ζπγθέληξσζε ηνπ ηνχ ππνινγίζηεθε 3,2x10
-4

nM, ελψ 

ζηα θπηά πνπ ήηαλ κνιπζκέλα κε κφλν κε PVY-SON41 ππνινγίζηεθε 3,1x10
-3

nM, 

PVY-SON41 επηβεβαηψλνληαο ηα απνηειέζκαηα ζηα νπνία ε αλάιπζε έγηλε κε 

ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε κε ην γνλίδην αλαθνξάο Ubi3.  

 

3.4 Σημειακό μεταλλαγό ςτην αλληλουχύα τησ P3 

περιοχόσ του PVY-SON41 για τη δημιουργύα τησ 

P3N-PIPO  
 

Όπσο πξναλαθέξζεθε ζηελ παξάγξαθν 1.3, ε ητθή πξσηεΐλε P3N-PIPO ηνπ ηνχ PVY, 

παξάγεηαη χζηεξα απφ ηξνπνπνίεζε ηνπ πιαηζίνπ αλάγλσζεο ηεο πεξηνρήο ηνπ 

γνληδηψκαηνο ηνπ ηειεπηαίνπ, απφ ηελ νπνία παξάγεηαη ε πξσηεΐλε P3, κέζσ κίαο 

δηαδηθαζίαο νιίζζεζεο ηεο RNA-εμαξηψκελεο RNA πνιπκεξάζεο, ε νπνία ζαλ 
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απνηέιεζκα έρεη ηελ πξνζζήθε ελφο κνξίνπ αδελίλεο ζην ζπληεξεκέλν κνηίβν GA6. 

Γηα ηνλ ιφγν απηφ, θαη γηα ηελ δεκηνπξγία κεηαζρεκαηηζκέλνπ ητθνχ θνξέα, ν νπνίνο 

ζα έρεη ηελ ηθαλφηεηα παξαγσγήο απνθιεηζηηθά ηεο πξσηεΐλεο P3N-PIPO, κε ζηφρν 

ηε κειέηε πηζαλήο ζπκπιεξσκαηηθήο in trans δξάζεο  ησλ ητθψλ πξσηετλψλ P3 θαη 

P3N-PIPO, κέζσ αγξνεκπνηηζκνχ κε Agrobacterium tumefaciens, ρξεζηκνπνηήζεθε 

ε κέζνδνο ηεο OE-PCR, φπσο πεξηγξάθεηαη ζηελ παξάγξαθν 2.8. Παξαθάησ 

παξνπζηάδνληαη νη αιιεινπρίεο πνπ πξνέθπςαλ, ησλ νπνίσλ ε αθεξαηφηεηα 

επηβεβαηψζεθε κέζσ αιιεινχρηζεο λνπθιενηηδίσλ, ζην εθάζηνηε βήκα/αληίδξαζεο 

PCR, φπσο επίζεο θαη νη απεηθνλίζεηο ησλ πξντφλησλ, αθνχ πξσηίζησο 

ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πήθησκα αγαξφδεο (Εικόνα 3.9). 

 

Αξρηθή αιιεινπρία ηεο P3 ηνπ ηνχ PVY 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ439544): 

GGTGTTCCTAATGCATGCCCTGAACTTGGGTCCACTAGATCACCTTTCAGA

GAAGGAGGATGCATAATGTCTGAGTCAGCAGCACTAAAACTGCTTTTAAA

GGGAATTTTTAGACCTAAGGTGATGAGACAGTTGCTGTTGGATGAACCTT

ACCTGTTGATTCTATCAATATTATCTCCTGGCATTCTGATGGCTATGTATA

ATAATGGGATTTTTGAACTTGCGGTGAGGTTGTGGATTAATGAGAAACAA

TCCATAGCCTTAATAGCATCGTTGCTGTCAGCTTTAGCTCTACGAGTGTCA

GCAGCAGAAACACTCATCGCACAGAGGATCATAATCGATGCTGCAGCCAC

AGATCTCCTTGATGCTACGTGTGATGGGTTCAACCTATATCTAACGTATCC

CACTGCACTGATGGTGTTGCAAGTTGTCAAGAATAGAAATGAGTGCGATG

ATACCTTATTTAAGGCGGGCTTTTCAAGTTACAGCACGAGTGTCGTACAG

ATTATGGAAAAAAATTATCTAGATCTCTTGGACGATGCTTGGAGAGATTT

AACTTGGCGAGAAAAATTGTCCGCAACATGGCATTCATACAGAGCAAGAC

GCTATATCACTCGGTCTATAAAACCCACAGGAAAGGCAGATTTGAAAGGG

TTATACAACATATCACCACAAGCATTCTTGGGTCAAAGCGTTCAGAAGGT

CAAAAACACTACTTCAGGTTTGAGTGAGCGATTCAATAATTATTTCAATAC

TAAGTGTGTAAATATTTCATCCTTCTTCATTCGTAGAATCTTTAGGCGCTTG

CCAAATTTTGTCACTTTTGTTAATTCATTATTAGTTATTAGTATGTTAACTA

GTGTGGTAGCAATGTGTCAGTCAATAATCTTAGATCAGAGAAAGTATAGA

AGAGAGATTGAATTGATGCAGATTGAGAAGAATGAGATCGTCTGTATGGA

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ439544
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GTTATATGCAAGTTTACAGCGCAAACTCGAACGCGATTTCACATGGGATG

AGTATATAGAATATTTGAAGTCAGTAAACCCCCAGATAGTTAAGTTTGCA

CAAGCACAGATGGAAGAACATGAAGTGCGACACCAG 

 

Αιιεινπρία ηεο πεξηνρήο Α ηεο P3N-PIPO χζηεξα απφ πξνζζήθε κνξίνπ αδελίλεο 

ζην ζπληεξεκέλν κνηίβν GA6 (1
ε
 αληίδξαζε PCR): 

CGCGGATCCATGGGTGTTCCTAATGCATGCCCTGAACTTGGGTCCACTAG

ATCACCTTTCAGAGAAGGAGGATGCATAATGTCTGAGTCAGCAGCACTAA

AACTGCTTTTAAAGGGAATTTTTAGACCTAAGGTGATGAGACAGTTGCTGT

TGGATGAACCTTACCTGTTGATTCTATCAATATTATCTCCTGGCATTCTGAT

GGCTATGTATAATAATGGGATTTTTGAACTTGCGGTGAGGTTGTGGATTAA

TGAGAAACAATCCATAGCCTTAATAGCATCGTTGCTGTCAGCTTTAGCTCT

ACGAGTGTCAGCAGCAGAAACACTCATCGCACAGAGGATCATAATCGATG

CTGCAGCCACAGATCTCCTTGATGCTACGTGTGATGGGTTCAACCTATATC

TAACGTATCCCACTGCACTGATGGTGTTGCAAGTTGTCAAGAATAGAAAT

GAGTGCGATGATACCTTATTTAAGGCGGGCTTTTCAAGTTACAGCACGAG

TGTCGTACAGATTATGGAAAAAAAATTATCTAGAT 

 

Αιιεινπρία ηεο πεξηνρήο Β ηεο P3N-PIPO χζηεξα απφ πξνζζήθε κνξίνπ αδελίλεο 

ζην ζπληεξεκέλν κνηίβν GA6 (2
ε
 αληίδξαζε PCR): 

 

TACAGATTATGGAAAAAAAATTATCTAGATCTCTTGGACGATGCTTGGAG

AGATTTAACTTGGCGAGAAAAATTGTCCGCAACATGGCATTCATACAGAG

CAAGACGCTATATCACTCGGTCTATAAAACCCACAGGAAAGGCAGATTTG

AAAGGGTTATACAACATATCACCACAAGCATTCTTGGGTCAAAGCGTTCA

GAAGGTCAAAAACACTACTTCAGGTTTGAGTGAGGTACCGG 

 

Αιιεινπρία ηεο P3N-PIPO χζηεξα απφ πξνζζήθε κνξίνπ αδελίλεο ζην ζπληεξεκέλν 

κνηίβν GA6, ρξεζηκνπνηψληαο ηηο πεξηνρέο Α θαη Β ησλ παξαπάλσ αληηδξάζεσλ σο 

εθκαγείν γηα ηελ ζχλζεζή ηεο. 

 

CGCGGATCCATGGGTGTTCCTAATGCATGCCCTGAACTTGGGTCCACTAG

ATCACCTTTCAGAGAAGGAGGATGCATAATGTCTGAGTCAGCAGCACTAA
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AACTGCTTTTAAAGGGAATTTTTAGACCTAAGGTGATGAGACAGTTGCTGT

TGGATGAACCTTACCTGTTGATTCTATCAATATTATCTCCTGGCATTCTGAT

GGCTATGTATAATAATGGGATTTTTGAACTTGCGGTGAGGTTGTGGATTAA

TGAGAAACAATCCATAGCCTTAATAGCATCGTTGCTGTCAGCTTTAGCTCT

ACGAGTGTCAGCAGCAGAAACACTCATCGCACAGAGGATCATAATCGATG

CTGCAGCCACAGATCTCCTTGATGCTACGTGTGATGGGTTCAACCTATATC

TAACGTATCCCACTGCACTGATGGTGTTGCAAGTTGTCAAGAATAGAAAT

GAGTGCGATGATACCTTATTTAAGGCGGGCTTTTCAAGTTACAGCACGAG

TGTCGTACAGATTATGGAAAAAAAATTATCTAGATCTCTTGGACGATGCTT

GGAGAGATTTAACTTGGCGAGAAAAATTGTCCGCAACATGGCATTCATAC

AGAGCAAGACGCTATATCACTCGGTCTATAAAACCCACAGGAAAGGCAG

ATTTGAAAGGGTTATACAACATATCACCACAAGCATTCTTGGGTCAAAGC

GTTCAGAAGGTCAAAAACACTACTTCAGGTTTGAGTGAGGTACCGG 

 

                              

Εικόνα 3.9 Απεηθφληζε πήγκαηνο αγαξφδεο χζηεξα απφ ειεθηξνθφξεζε ησλ 

πξντφλησλ ησλ ηξηψλ αληηδξάζεσλ PCR, πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ γηα ηελ πξνζζήθε 

ελφο επηπιένλ κνξίνπ αδελίλεο  ζην ζπληεξεκέλν κνηίβν GA6 ηεο ητθήο πξσηεΐλεο P3 

ηνπ PVY, πξνο ζρεκαηηζκφ κεηαζρεκαηηζκέλνπ ητθνχ θνξέα, ν νπνίνο ζα έρεη ηελ 

ηθαλφηεηα παξαγσγήο απνθιεηζηηθά ηεο πξσηεΐλεο P3N-PIPO. Α) aD (Πεξηνρή Α ηεο 

P3N-PIPO, 541 bp), bD (Πεξηνρή Β ηεο P3N-PIPO, 241 bp), θαη Β) P3N-PIPO κεηά 

ηελ πξνζζήθε ελφο κνξίνπ αδελίλεο ζην GA6 (752 bp). (L) Κιίκαθα κνξηαθψλ βαξψλ 
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DNA (1 Kb ladder, INVITROGEN
™

). Γηα ηηο παξαπάλσ απεηθνλίζεηο 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην 10% ησλ πξντφλησλ ησλ εθάζηνηε αληηδξάζεσλ. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Κεφϊλαιο 4. 

Συμπερϊςματα-

Συζότηςη 
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O ηφο Τ ηεο παηάηαο, είλαη ν θχξηνο εθπξφζσπνο ηνπ γέλνπο Potyvirus, ζην νπνίν 

εκπεξηέρνληαη νξηζκέλνη απφ ηνπο πην επηθίλδπλνπο θπηηθνχο ηνχο γηα ηελ παγθφζκηα 

αγξνηηθή νηθνλνκία (Kerlan, 2006). Σν γνληδίσκά ηνπ παξνπζηάδεη ηε κνξθή 

κνλφθισλνπ (+)RNA, απφ ην νπνίν κεηαθξάδνληαη 10 πξσηεΐλεο, ελψ κεηαηφπηζε 

ηνπ πιαηζίνπ αλάγλσζεο εληφο ηεο πεξηνρήο, ε νπνία θσδηθνπνηεί ηε πξσηεΐλε P3, 

νδεγεί ζηελ παξαγσγή ηεο πξσηεΐλεο P3N-PIPO. H γνληδησκαηηθή πεξηνρή P3/ P3N-

PIPO ηνπ PVY, θαηέρεη θχξην ξφιν ζηε πξνζαξκνζηηθφηεηα ηνπ ηνχ ζηελ πηπεξηά 

(Vassilakos et al., 2016) ελψ ε P3N-PIPO ησλ Potyvirus καδί κε ηηο πξσηεΐλεο CP θαη 

CI ζπκκεηέρνπλ ζηελ δηαθπηηαξηθή  κεηαθίλεζε ηνπ ηνχ εληφο ελφο θπηνχ-μεληζηή 

(Wei et al., 2010, Taiyun et al., 2010). Δπηπιένλ, γηα ην ζθνπφ απηφ, ε P3N-PIPO 

ζπγγεληθψλ ηνπ PVY ηψλ ηνπ γέλνπο, αιιεινεπηδξά κε ηε θπηηθή πξσηεΐλε PCaP1 

(Vijayapalani et al., 2012). Η αιιειεπίδξαζε ηεο P3N-PIPO κε ηε θπηηθή πξσηεΐλε 

PCaP1 ηελ θαζηζηά ππνςήθηα σο έλαλ απφ ηνπο θπηηθνχο παξάγνληεο πνπ πηζαλφλ λα 

ζπκκεηέρνπλ ζηε πξνζαξκνζηηθφηεηά ηνπ PVY ζηελ πηπεξηά. Αληηθείκελν ηεο 

παξνχζαο εξγαζίαο, απνηέιεζε ε θπηηθή πξσηεΐλε PCaP1 ηνπ είδνπο C. annuum, θαη 

ζπγθεθξηκέλα ε δηεξεχλεζε θαη επηβεβαίσζε ηνπ ξφινπ ηεο ζηελ ητθή κφιπλζε ηνπ 
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PVY ζηελ πηπεξηά. Δπίζεο, ιακβάλνληαο ππφςε ηελ αλαγθαηφηεηα ηεο εκθάληζεο 

κεηαιιαγψλ ζην γνληδίσκα ελφο θπηνχ-μεληζηή πξνθεηκέλνπ κίαο επηηπρεκέλεο 

πξνζαξκνγήο ελφο ηνχ ζε απηφλ (Jones, 2009) εμεηάζηεθε ε παξνπζία δηαθνξψλ 

κεηαμχ ησλ ακηλνμηθψλ αιιεινπρηψλ ηεο ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο ζε ηξείο 

δηαθνξεηηθέο πνηθηιίεο πηπεξηάο πνπ επηδεηθλχνπλ δηαθνξεηηθή αλζεθηηθφηεηα ζηνλ 

ηφ. Σα πεηξάκαηα απνηεινχλ ηκήκα κεγαιχηεξεο κειέηεο πνπ αθνξά ηελ εμέηαζε ηνπ 

ζπγθεθξηκέλνπ θπηηθνχ παξάγνληα σο ελ δπλάκεη ζηφρνπ πξνζαξκνγήο ηνπ PVY ζηε 

πηπεξηά κε απψηεξν ζθνπφ ηελ αλάπηπμε θαηλνηφκσλ ζηξαηεγηθψλ γεληθφηεξεο 

αληηκεηψπηζεο ηνπ ηψλ ηνπ γέλνπο Potyvirus.  

Η κεζνδνινγία πνπ αθνινπζήζεθε βαζίζηεθε ζηε ζίγεζε ηνπ γνληδίνπ PCaP1 ηεο 

πηπεξηάο κέζσ VIGS. Γηα ηνλ ζθνπφ απηφ επηιέρζεθε ν θνξέαο TRV-PpK20. 

Ωζηφζν, έπξεπε λα επηβεβαησζεί ζηηο παξνχζεο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο ε 

απνηειεζκαηηθφηεηα  ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ θνξέα ζηελ έθθξαζε επηιερζέλησλ 

ηκεκάησλ DNA ηφζν γηα ηε ζπγθεθξηκέλε φζν θαη γηα κειινληηθέο κειέηεο. Ο 

έιεγρνο απηφο πξαγκαηνπνηήζεθε ελζσκαηψλνληαο ζηνλ TRV-PpK20 ην γνλίδην ηεο 

ητθήο CP ηεο απνκφλσζεο PVY-SON41 θαη κνιχλνληαο ζηε ζπλέρεηα ην θπηφ-

μεληζηή N. Benthamiana. Η έθθξαζε ηεο εηεξφινγεο πξσηεΐλεο (CP ηεο PVY-

SON41) επηβεβαηψζεθε κέζσ ηεο αλίρλεπζήο ηεο κε εκπνξηθά αληηδξαζηήξηα ELISA 

γηα ηνλ PVY.  

Η ζίγεζε ηνπ PCaP1 κέζσ VIGS είρε ζαλ απνηέιεζκα ηελ έθθξαζή ηνπ ζε επίπεδα 

38% θαη 12% ηεο αξρηθήο, ζηηο 12 θαη 19 εκέξεο αληίζηνηρα, κεηά ηε κφιπλζε κε ηνλ 

ηηθφ θνξέα. Παξφιν φηη ην ρξνληθφ ζεκείν ησλ 19 εκεξψλ κεηά ηε κφιπλζε 

εκθαλίδεηαη σο θαηαιιειφηεξν γηα ηηο επηθείκελεο κνιχλζεηο κε PVY-SON41 ιφγσ 

ηνπ πςειφηεξνπ βαζκνχ ζίγεζεο ηνπ PCaP1, ηα θπηά βξίζθνληαη ζε αλαπηπμηαθφ 

ζηάδην αθαηάιιειν γηα επηηπρείο κεραληθέο κνιχλζεηο. ΢πλεπψο, νη δνθηκέο 

κφιπλζεο κε  PVY-SON41 πξαγκαηνπνηήζεθαλ 12 εκέξεο κεηά ηε κφιπλζε κε ηνλ 

ηηθφ θνξέα VIGS. 

Καηά ηε δηεξεχλεζε ηεο επίδξαζεο ηεο πξσηεΐλεο PCaP1 ζηε δηαζπζηεκαηηθή 

κεηαθίλεζε ηεο απνκφλσζεο PVY-SON41, πξνέθπςε πσο ζηα θπηά πνπ είραλ 

κνιπλζεί κε ηνλ κεηαζρεκαηηζκέλν ητθφ θνξέα TRV-PCaP1/VIGS, ην γνλίδην ηεο 

PCaP1 εθθξαδφηαλ ζε πνζνζηφ 18% ηνπ επηπέδνπ έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ησλ πγηψλ 

θπηψλ-καξηχξσλ ή ήηαλ κε αληρλεχζηκν. Δλδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ην πνζνζηφ 
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έθθξαζεο ηνπ PCaP1 ζηηο ζεηξέο ησλ θπηψλ-καξηχξσλ φπνπ δελ είρε επαρζεί ε 

ζίγεζε ηνπ. Αλαιπηηθφηεξα, ζηε ζεηξά φπνπ ηα θπηά είραλ κνιπλζεί κφλν κε PVY-

SON41, ε έθθξαζε ηνπ PCaP1 ήηαλ ηέζζεξηο θνξέο κεγαιχηεξε ζπγθξηηηθά κε ηα 

πγηή, ελψ ζηηο ζεηξέο πνπ είραλ κνιπλζεί κφλν κε TRV-PpK20 επηά θνξέο 

κεγαιχηεξε ζε ζρέζε κε ηα πγηή. Δληνχηνηο, θαη ζηηο δχν πεξηπηψζεηο ε επαγσγή ηεο 

έθθξαζεο ηνπ PCaP1 δελ είρε επίδξαζε ζηε ζπγθέληξσζε ηνπ PVY-SON41, θαζψο 

δελ δηέθεξε κε ηε ζπγθέληξσζε ζηα θπηά  πνπ είραλ κνιπλζεί κφλν κε PVY-SON41. 

Αληίζεηα, ζηα θπηά φπνπ είρε πξαγκαηνπνηεζεί ζίγεζε ηνπ γνληδίνπ PCaP1, ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ PVY-SON41 ήηαλ κεησκέλε ζην 6%,  ζε ζρέζε κε ηελ κνλή 

κφιπλζε κε ηνλ ηφ.  ΢πλεπψο, ζε ζπκθσλία κε πξνεγνχκελεο δεκνζηεχζεηο πνπ 

αθνξνχζαλ ηνλ ξφιν ηεο PCaP1 ζηε κφιπλζε κε ηνπο ηνχο TuMV θαη TVBMV ζηνπο 

μεληζηέο  Arabidopsis thaliana θαη Nicotiana benthamiana (Vijayapalani et al., 2012, 

Geng et al., 2015), ε νξζφινγε πξσηεΐλε ηεο πηπεξηάο είλαη ζεκαληηθή γηα ηε 

ζπγθέληξσζε ηνπ  PVY ζε  δηαζπζηεκαηηθφ επίπεδν. Αληίζηνηρε ήηαλ ε ζεκαζία ηεο 

PCaP1 γηα ηε ζπγθέληξσζε ηνπ PVY ζηα θχιια πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ε κφιπλζε 

(ηνπηθφ επίπεδν). Πην αλαιπηηθά,  ην πνζνζηφ έθθξαζεο ηνπ PCaP1, ζηα θπηά oπνπ 

είρε πξαγκαηνπνηεζεί ζίγεζε, ππνινγίζηεθε ζην 11% ηνπ πνζνζηνχ έθθξαζεο ηνπ 

γνληδίνπ ζηα θπηά πνπ είραλ κνιπλζεί κφλν κε PVY-SON41, ελψ ε ζπγθέληξσζε ηνπ 

PVY ππνινγίζηεθε ζην 74%. Η απφιπηε πνζνηηθνπνίεζε ηνπ PVY-SON41 κε RT-

qPCR ζηα θπηά πνπ είρε επαρζεί ε ζίγεζε ηεο PCaP1 επηβεβαίσζε ηηο αλαιχζεηο πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε σο πξνο ην ελδνγελέο γνλίδην Ubi3. 

Απφ ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα δηαθαίλεηαη ζεκαληηθφηεξε επίδξαζε ηεο PCaP1 

ζηε δηαζπζηεκαηηθή κεηαθίλεζε ηνπ PVY παξά ζηελ ηνπηθή, πνπ φκσο κπνξεί λα 

νθείιεηαη ζηα πνιιαπιά ζεκεία εηζφδνπ ηνπ PVY ζε φιε ηελ επηθάλεηα ηνπ θχιινπ 

ηνπ θπηνχ ζην νπνίν έγηλε ε κφιπλζε. Παξφια απηά, ε κείσζε ηεο έθθξαζεο ηεο 

πξσηεΐλεο PCaP1, θαίλεηαη πσο έρεη άκεζν αληίθηππν ηφζν ζηελ ηνπηθή φζν θαη 

δηαζπζηεκαηηθή κεηαθίλεζε ηνπ PVY. 

Όπσο έρεη πξναλαθεξζεί, ε πξνζαξκνγή ελφο ηνχ ζε έλαλ λέν μεληζηή απνηειεί κία 

πνιχπινθε δηαδηθαζία. Δηδηθφηεξα, ζηνλ PVY νη κεηαιιαγέο ηνπ γνληδηψκαηνο ηνπ 

μεληζηή πξνθεηκέλνπ γηα ηελ πξνζαξκνγή ηνπ ηνχ ζε απηφλ, έρνπλ νπζηαζηηθφ ξφιν, 

θαζψο ζηηο πξσηεΐλεο θίλεζήο ηνπ απνπζηάδεη ε ηθαλφηεηα κεκβξαληθήο ζχλδεζεο 

(Niehl et al., 2011). Γηα ηνλ έιεγρν ηεο επίπησζεο ηεο ακηλνμηθήο αιιεινπρίαο ηεο 

πξσηεΐλεο PCaP1 ζηελ πξνζαξκνγή ηνπ PVY, επηιέρζεθε ε απνκφλσζε N605, σο 
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εθπξφζσπνο ηεο νκάδαο Ν, κέιε ηεο νπνίαο δελ κπνξνχλ λα κνιχλνπλ ηελ πηπεξηά, 

ελψ απφ ηε κεξηά ηνπ θπηνχ-μεληζηή επηιέρζεθαλ νη πνηθηιίεο Doux des Landes, Yolo 

Wonder θαη Phyo636. Απνηειέζκαηα απφ ηηο κνιχλζεηο ησλ ηξηψλ απηψλ πνηθηιηψλ, 

έδεημαλ πσο, ε απνκφλσζε N605, κπνξεί θαη κνιχλεη ηνπηθά ηελ πνηθηιία Doux des 

Landes κε δπλαηφηεηα δηαζπζηεκαηηθήο κφιπλζεο, παξνπζηάδεη κεησκέλε ηθαλφηεηα 

ηνπηθήο κφιπλζεο ηεο πνηθηιίαο Yolo Wonder θαη ηέινο, δελ κπνξεί λα κνιχλεη ηελ 

πνηθηιία Phyo636. Απφ ηελ αιιεινχρηζε ηνπ γνληδίνπ ηεο πξσηεΐλεο PCaP1 ησλ 

ηξηψλ πνηθηιηψλ πξνέθπςαλ ηέζζεξηο ζεκεηαθέο δηαθνξνπνηήζεηο κεηαμχ ησλ 

πνηθηιηψλ πνπ αληηζηνηρνχλ δχν ακηλνμηθέο δηαθνξνπνηήζεηο. Η κεηαβνιή ηνπ 

ειεθηξηθνχ θνξηίνπ, ιφγσ ηεο αληηθαηάζηαζεο ηνπ νπδέηεξα θνξηηζκέλνπ ακηλνμένο 

αιαλίλε κε ην αξλεηηθά θνξηηζκέλν ακηλνμχ ζξενλίλε, ζηε ζέζε 204 ηεο πξσηεΐλεο 

PCaP1 ηεο πνηθηιίαο Doux des Landes, ίζσο απνηειεί ηελ αηηία ηεο εληζρπκέλεο 

ηθαλφηεηαο κφιπλζεο ηεο απνκφλσζεο N605 ζηελ ζπγθεθξηκέλε πνηθηιία ιφγσ ησλ 

αιιαγψλ πνπ επηθέξεη ζηε δεπηεξνγελή θαη ηξηηνηαγή δνκή ηεο πξσηεΐλεο, γεγνλφο 

πνπ απνηειεί αληηθείκελν πεξαηηέξσ κειέηεο. 

Η παξνχζα εξγαζία επηθεληξψζεθε ζηελ πξσηεΐλε  PCaP1 ε νπνία βξέζεθε λα 

ζπκκεηέρεη ζηελ δηαδηθαζία κφιπλζεο ηνπ PVY ζηε πηπεξηά. Δπίζεο ζηα πιαίζηα 

κειινληηθψλ πεηξακάησλ ζπκπιεξσκαηηθφηεηαο γηα ηε δηεξεχλεζε ηνπ ηξφπνπ 

δξάζεο ησλ πξσηετλψλ P3 θαη P3N-PIPO ζηελ πξνζαξκνζηηθφηεηα ηνπ PVY ζηε 

πηπεξηά πξαγκαηνπνηήζεθε ζεκεηαθή κεηάιιαμε ζηελ αιιεινπρία λνπθιενηηδίσλ πνπ 

αληηζηνηρεί ζηε γνληδησκαηηθή πεξηνρή P3 ηεο απνκφλσζεο PVY-SON41 θαη 

παξάρζεθε DNA θιψλνο ηεο P3N-PIPO. Δπηπιένλ, φπσο αλαθέξεηαη ζηελ 

παξάγξαθν 3.4, έγηλε πξνεξγαζία κε ζηφρν ηε κειέηε πηζαλήο ζπκπιεξσκαηηθήο in 

trans δξάζεο  ησλ ητθψλ πξσηετλψλ P3 θαη P3N-PIPO, κέζσ αγξνεκπνηηζκνχ κε 

Agrobacterium tumefaciens.  
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